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Z U S A M M E N F A S S U N G
Das aus dem Apoprotein Opsin und dem kovalent gebundenen Liganden 
bestehende Rhodopsin dient als Modellsystem für den Aktivierungsmechanis-
mus  der  größten  Klasse  von  G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren  (GPCR). 
Infolge  einer  photochemischen  Reaktion  vollführt  Rhodopsin  eine  Bewe-
gungsabfolge von Sekundärstrukturelementen, wodurch es aktiviert wird, das 
G-Protein bindet und den Stimulus auf zellinterne Signalwege überträgt.
Mithilfe  der ortsspezifischen Mutagenese wurden Mutanten des bovinen 
Rhodopsins  erzeugt,  in  eine  künstliche  Lipidumgebung  eingelagert  und 
hauptsächlich mittels FTIR-Spektroskopie untersucht.
Anhand der  Y191F-  und Y192F-Mutanten konnte  die  Translokation  des 
transienten Gegenions der Schiffschen Base Glu181 während der Aktivierung 
bestimmt  werden.  Die  Interaktionen  des  Tyr206  sind  für  die  gekoppelte 
Bewegung von EL2 und TM5 mitbestimmend,  was mittels  Y206F-Mutante 
gezeigt wurde.
Eine  markante  Anhäufung  von  Methioninen  auf  der  cytoplasmatischen 
Seite des Rezeptors ist u.a. für das Ausklappen der TM6 zuständig. Diese 
Bewegung ist wichtige Determinante der Rezeptoraktivierung. Hierfür wurden 
insgesamt fünf Mutanten verwendet.
Im zweiten, hauptsächlichen Teil der Arbeit wird das bislang kaum unter-
suchte humane Rhodopsin mit dem bovinen Rezeptor verglichen. Ausgehend 
von verschiedenen Dunkelzuständen, konnte gezeigt werden, dass die Akti-
vierungsmechanismen beider Rezeptoren voneinander divergieren, um letzt-
lich bei der Bildung der aktiven Spezies wieder zu konvergieren. Über die 
Analyse der Aminosäuresequenzen der Mammalia-Rhodopsine wurden zwei 
Bereiche hoher Variabilität identifiziert,  die u.a. die molekulare Ursache für 
diese  Diskrepanzen  liefern.  Diese  Feststellung  wurde  mit  human-bovinen- 
Rhodopsinchimären bewiesen. Ergänzend zu dieser Studie wurde Schafsrho-
dopsin einem Vergleich sowohl mit bovinem als auch mit humanem Rezeptor 
unterzogen. Es zeigte, als eine weitere natürlich vorkommende Variante des 
Lichtrezeptors, einen eigenständigen Weg der Aktivierung.
i

A B S T R A C T
Rhodopsin,  which  consists  of  the  apoprotein  opsin  and  its  covalently 
bound ligand, is used as a model system to understand the activation mecha-
nism of the large family of G protein coupled receptors (GPCRs). As a result 
of a photochemical reaction, rhodopsin undergoes activating structural chan-
ges, enabling it to bind the G protein and transmitting the stimulus to intracel-
lular signaling pathways.
In the first part of this work, site-directed mutants of bovine rhodopsin were 
produced, incorporated into an artificial lipid environment, and studied mainly 
by FTIR spectroscopy. The translocation of the transient Schiff base counte-
rion (Glu181) during the activation process was determined using the Y191F- 
and Y192F-mutants.  The interactions of Tyr206 contributed to the coupled 
movement of EL2 and TM5, which was shown by Y206F-mutant. 
A striking  accumulation  of  methionines  on  the  cytoplasmic  side  of  the 
receptor was observed to be a key-player for the activating outward motion of 
TM6.
In the second and primary part of this work, human rhodopsin, which has 
been rarely studied, was compared with the bovine receptor. Starting from 
various dark states,  it  was shown that  the activation mechanisms of  both 
receptors diverge from each other and yet ultimately converge in the forma-
tion of the active species. By analyzing the amino acid sequences of mam-
malian rhodopsins, two regions of high variability were identified, which pro-
vide the molecular basis for these discrepancies. This finding was verified by 
the  investigation  of  human/bovine  rhodopsin  chimeras.  In  addition  to  this 
study, ovine rhodopsin was compared with both the bovine and human forms. 
It showed, as another naturally occurring variant of the light receptor, an inde-
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1 E I N F Ü H R U N G
Ein Großteil  der Kommunikation in einem biologischen Organismus sowie 
dessen Interaktion mit der Umwelt wird mithilfe von Rezeptoren und Botenstof-
fen bewerkstelligt. Die Funktion des Detektors wird dabei in den meisten Fällen 
von integralen Membranproteinen übernommen,  die auf  der einen Seite  der  
Membran (extrazellulärer Raum, Umwelt) das Signal aufnehmen und über Kon-
formationsänderungen der eigenen Struktur den Stimulus auf die intrazellulär 
gelegene Seite übertragen.
Die dabei an den Rezeptor gestellten Anforderungen sind ebenso vielfältig 
wie  die  Signale,  die  der  Rezeptor  zu detektieren  vermag.  Die  Signalpalette 
erstreckt sich von elektromagnetischen Wellen über mechanische Wechselwir-
kungen  bis  hin  zum  hochkomplexen  Gebiet  der  bio-  und  neurochemischen 
Relationen. Um dem gerecht zu werden, sollte der Rezeptor seinerseits 
a) kompakt sein, da so eine hohe Rezeptordichte ermöglicht werden kann, 
was wiederum einer effizienten Signalwahrnehmung gleichzusetzen ist.
b) stabil bzw. rauscharm sein, um eine spontane Aktivierung des Rezeptors 
(etwa durch das natürliche Hintergrundrauschen) und damit Fehlsignale 
zu vermeiden.
c) spezifisch  sein,  was  soviel  heißt,  dass  er  möglichst  nur  mit  einem 
bestimmten Liganden kompatibel ist 
d) schnell sein, denn ein Rezeptor ist letztendlich ein Transmitter, also nur 
das erste Glied einer komplexen und mehrstufigen Signaltransduktions-
kaskade. 
Das biophysikalische Herangehen an die Vorgänge in einem Rezeptor und 




1.1  ZELLULÄRE ORGANISATION
Absorptionsmaxima  (S-Zapfen,  λmax=420 nm;  M-Zapfen,  λmax=534 nm;  L-Zap-
fen,  λmax=564 nm),  die  das Farbsehen  ermöglichen  [2, 3].  Rhodopsin  ist  der 
Archetyp  einer  der  bedeutendsten  und  größten  Klasse  von  Rezeptoren  im 
menschlichen Körper. Hierbei handelt es sich um die Klasse A der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, abgekürzt GPCR [4].
Die  Stäbchenzellen  der  Vertebraten  sind  außerordentlich  gut  entwickelte 
Photodetektoren, die in der Lage sind, nicht nur durch einzelne Photonen get-
riggert zu werden, sondern auch sich an über hundertfach höhere Lichtintensi-
täten anpassen zu können  [5]. Sie bestehen aus zwei Segmenten (Abbildung
1.1b), wobei das sogenannte Innensegment die gesamte Zellmaschinerie ent-
hält, die für die normalen Zellfunktionen notwendig ist und mittels einer Syn-
apse an die nächste Zellschicht (Bipolarzellen) angeknüpft ist. Das Außenseg-
ment der menschlichen Stäbchenzelle ist ca. 40 µm lang und beinhaltet einen 
Stapel  aus  1000-1500  flachen  Membranvesikeln  (genannt  Disks,  Abbildung
1.1c), von denen jedes einzelne bis zu 105 Rhodopsine (Abbildung 1.1d) beher-
bergt [5, 6].
1.2 Aufbau der Arbeit
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit Aspekten des Aktivierungsmecha-
nismus des Rhodopsins und setzt sich aus zwei Themengebieten zusammen, 
die einerseits zwar den gleichen Rezeptortyp behandeln, andererseits jedoch 
aus inhaltlichen Gründen separat  dargestellt  werden müssen.  Im ersten Teil 
dieser Arbeit werden spektroskopische Untersuchungen an Mutanten des bovi-
nen Rhodopsins abgearbeitet, wobei dieser Abschnitt  seinerseits ebenfalls in 
zwei Unterkapitel aufgeteilt wird. Diese Unterkapitel umfassen zum einen die 
Untersuchungen  zum  sogenannten  Methionin-Cluster  auf  der  cytoplasmati-
schen Seite des Rezeptors, zum anderen werden die besonderen Funktionen 
der Tyrosinseitenketten im Rhodopsin behandelt, wobei, zum Teil basierend auf 
eigenen Vorarbeiten  [7], Mutationen einiger Tyrosinseitenketten im Rhodopsin 
untersucht werden.
Das zweite große Themengebiet umfasst das künstlich hergestellte humane 
Rhodopsin sowie seine Chimären mit dem bovinen Rezeptor. Als eine Erweite-





welches auf der gleichen Zeitskala entsteht wie das BSI. Das Lumirhodopsin 
zerfällt innerhalb von Mikrosekunden in Metarhodopsin I (Meta I, λmax=478 nm), 
das sich in einem pH- und temperaturabhängigen Gleichgewicht mit der G-Pro-
tein-bindenden Spezies Metarhodopsin II (Meta II,  λmax=382 nm) befindet  [20]. 
Meta II besteht aus mehreren isospektralen Formen, die über Protonierungs-
vorgänge und Konformationsänderungen definiert werden  [21-23]. Es werden 
drei Meta II-Spezies unterschieden: Meta IIa, Meta IIb und Meta IIbH+. Dabei wird 
angenommen, dass Meta IIa strukturell  der Meta I-Spezies ähnlich ist,  jedoch 
eine deprotonierte Schiffsche Base aufweist  [23, 24]. Beim Übergang von der 
Meta IIa-  zur  Meta IIb-Spezies erfolgt  eine  Positionsänderung der  Transmem-
branhelix 6 (TM6) [25]. Schließlich wird an der ionischen Kopplung der Helices 
3 und 6 (ionic lock, siehe Abschnitt 1.5.5.1) ein Proton aufgenommen, wodurch 
diese Kopplung zerfällt und die Meta IIbH+-Spezies gebildet wird [26-28].
Mit der Bildung der aktiven Spezies ist der Stimulus, ausgehend von der Bin-
dungstasche und initialisiert durch die cis-trans-Isomerisierung des Retinals, an 
die cytoplasmatische Oberfläche des Rezeptors übertragen. Dies ist der Beginn 
einer Signalkaskade, die letztendlich ein Aktionspotential hervorruft.
1.4 G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion
Die strukturelle Beschaffenheit aus sieben transmembranen Helices teilt sich 
Rhodopsin mit der größten Klasse von Sensoren und ist deren Archetyp  [29]. 
Diese Klasse umfasst  z.B.  Adreno-,  Canabinoid-,  Gonadotropin-,  Melatonin-, 
Serotonin- sowie olfaktorische Rezeptoren, um nur einige zu nennen. Es han-
delt sich dabei um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), die evolutionär 
hochgradig  konserviert  sind  [30].  Bemerkenswert  ist,  dass  im  menschlichen 
Organismus 80% der Hormone, viele primäre Signalmoleküle, aber auch über 
die Hälfte  der derzeit  vorhandenen Pharmaka an GPCR-abhängigen Signal-
transduktionswegen angreifen  [31]. Der Name GPCR deutet darauf hin, dass 
die aktive Form des Rezeptors mit  einem sogenannten G-Protein interagiert 
und auf diese Weise ein exogenes Signal an zellinterne biochemische Signal-
wege übermittelt  [32]. Es sind weit über achthundert GPCRs bekannt, die im 
menschlichen Genom kodiert  sind  [33],  wobei  Rhodopsin eine Besonderheit 
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darstellt, da es als einziges seinen Liganden als kovalent gebundenen inversen 
Agonisten bereits in der inaktiven Konformation enthält. 
G-Proteine sind, verglichen mit den Rezeptoren, große heterotrimere Prote-
ine, die als Transmitter zwischen den Rezeptoren und second-messenger-Sys-
temen fungieren. Daher wird das G-Protein auch Transducin genannt [32]. Die 
α-Untereinheit des aus drei Untereinheiten (α, β, γ) bestehenden Transducins 
besitzt  nicht  nur  eine  GDP/GTP-Bindungsstelle,  sondern  ist  unter  anderem 
auch für die primäre Bindung [34, 35] an die aktive Konformation des Rezep-
tors verantwortlich  [36].  Sobald ein G-Protein durch einen Rezeptor  aktiviert 
wird, erfolgt ein Austausch von GDP gegen GTP und die davor mit der α-Unter-
einheit assoziierten Untereinheiten β, γ dissoziieren [37].
Diese Interaktion des Rezeptors mit dem G-Protein ist der erste Schritt einer 
mehrstufigen Signalkaskade mit  einer Vielzahl von beteiligten Komponenten, 
die allgemeingültig unter dem Begriff Signaltransduktion bekannt ist. Ein durch 
ein Lichtquant aktiviertes Rhodopsin ist in der Lage, mit mehreren G-Proteinen 
zu wechselwirken  [38], die ihrerseits ein weiteres Enzym (Phosphodiesterase 
PDE) aktivieren. PDE hydrolysiert mehrere cGMP (zyklisches Guanosinmono-
phosphat) zu GMP mit einer hohen Effizienz [39]. Im dunkeladaptierten Zustand 
ist  cGMP an die Kationenkanäle in der Plasmamembran gebunden und hält  
diese offen. Das rapide Absenken der cGMP-Konzentration in der Rezeptor-
zelle wirkt sich auf die cGMP-abhängigen Kanäle aus und unterbindet den Dun-
kelstrom (Influx von Ca2+- und Na+-Ionen, Efflux von K+-Ionen) an bis zu 500 
Kationenkanälen [40]. Dies resultiert in der Hyperpolarisation der Plasmamem-
bran, was letztendlich als ein Aktionspotential an die Synapse der Rezeptor-
zelle  übertragen  wird,  um  dort  die  Freisetzungsrate  des  Neurotransmitters 
Glutamat zu senken. Auf  diese Weise wird ein Stimulus über die zellinterne 
Signaltransduktionskaskade in ein Nervenimpuls übersetzt.
Eine  derartig  gestaltete  Signalkaskade  erlaubt  eine  Amplifikation  des 




1.5  FUNKTIONELLE BEREICHE
gen der Helices während der Aktivierung werden stets relativ zum Kern (Berei-
che des Proteins die nahezu keine Konformationsänderungen bzw. Bewegun-
gen vollführen) beschrieben und dargestellt. Die helikalen Sekundärstrukturele-
mente werden miteinander durch je drei extra- und intrazelluläre Loops (Schlei-
fen) verbunden.
Das Zusammenhalten (Konsolidierung) dieser Elemente erfolgt durch hydro-
phobe Kontakte sowie über ein ausgeprägtes Wasserstoffbrückennetzwerk. Bei 
der Konsolidierung über die hydrophoben Kontakte orientieren sich die apola-
ren  Seitenketten  benachbarter  Helices  unter  Wasserausschluss  zueinander 
und stabilisieren dadurch die Integrität des Proteins. Zu diesen apolaren Wech-
selwirkungen kann auch das als  π-stacking bekannte Phänomen gezählt wer-
den. Dabei handelt es sich entweder um inter- oder intrahelikale Interaktionen 
der aromatischen Seitenreste, die der Struktur über Adhäsion der konjugierten 
π-Elektronensysteme  stabilisierende  Eigenschaften  beisteuern  [44] oder  um 
Interaktionen zwischen Kationen und den aromatischen Seitenketten [45]. Man 
unterscheidet zwei Arten solcher Interaktionen, die auch energetisch voneinan-
der differieren. Die Aromate können eine exzentrische parallele Anordnung der 
Ringstrukturen  (face-to-face  π-stacking)  einnehmen.  Diese  ist  energetisch 
günstiger als die T-förmige Anordnung, bei der sich die Aromate perpendikular 
zueinander orientieren (edge-to-face  π-stacking)  [46]. Im Rhodopsin sind bei-
spielsweise Tyr306 und Phe313 aus dem NPxxY(x)5,6F-Motiv (siehe Abschnitt 
1.5.5.3) auf parallele Art im Grundzustand aneinander gekoppelt. Es existieren 
jedoch auch andere Positionen, die im späteren Verlauf näher erläutert werden.
Das  in  einem  Rezeptor  vorzufindende,  weit  ausgedehnte  Wasserstoff-
brückennetzwerk  übt  durch  ein  Zusammenspiel  mit  geladenen  Seitenketten 
und  eingelagerten  Wassermolekülen  nicht  nur  eine  stabilisierende  Funktion 
aus, sondern übernimmt auch zentrale funktionelle Aufgaben. Ein weiteres, in 
den  Proteinen  sehr  oft  vorkommendes  Stabilisierungselement  sind  Disul-
fidbrücken,  die  zwischen zwei  benachbarten  Cysteinseitenketten  ausgebildet 
werden. Im vorliegenden Fall handelt es sich um die konservierte Anbindung 
des  EL2  (Cys187)  an  die  TM3  (Cys110)  auf  der  extrazellulären  Seite  des 
Rezeptors  [47, 48].  Im Rhodopsin existieren zahlreiche Domänen bzw. Netz-
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heit bildet, getragen, sondern gemeinsam mit bestimmten Seitenresten in der 
unmittelbaren  Umgebung  [52].  Das  Ganze  wird  als  Schiff-Basen-Netzwerk 
(SB-Netzwerk)  bezeichnet.  Als  erstes  ist  hier  die  Glu113  zu  erwähnen.  Die 
deprotonierte  Seitenkette  der  Glutaminsäure  stellt  das  Gegenion  der  Schiff -
schen Base dar und stabilisiert  diese im Grundzustand  [53-56].  Ein weiterer 
Bestandteil dieses Netzwerkes ist Glu181  [57], deren genaue Funktion immer 
noch intensiv erforscht wird. Es existieren Evidenzen dafür, dass diese Amino-
säure  zusammen  mit  Glu113  ein  komplexes  Gegenion ausbildet  und  den 
Rezeptor in der inaktiven Konformation hält  [58] bzw. transient die Rolle des 
Gegenions übernimmt [59]. In der vorliegenden Arbeit wird unter anderem auf 
die Rolle dieser Aminosäure im Aktivierungsprozess eingegangen.
1.5.3 TM3-TM5-Netzwerk
Der  Schiffschen  Base  gegenüberliegend,  auf  der  Seite  des  Ringes  des 
Retinals, befindet sich das sogenannte TM3-TM5-Netzwerk, das aus Glu122, 
His211 [60] sowie Trp126 und Pro215 besteht. Diese Reste, die infolge der Kol-
lision mit dem  β-Iononring nach der Isomerisierung ihre relative gegenseitige 
Orientierung verändern und daraufhin neue Wasserstoffbrücken eingehen [61] 
[62], sind für die Verankerung der fünften Helix in der inaktiven Konformation 
zuständig [60]. Die Änderungen in der Beschaffenheit von Wasserstoffbrücken 
zwischen Glu122 und His211 sind wichtige Monitore in einem FTIR-Spektrum 
[63-65] (siehe Abschnitt 2.2.3).
Das Retinal besitzt aber noch weitere Schaltelemente, die nach der Isomeri-
sierung  bestimmte  Strukturänderungen  induzieren.  Es  handelt  sich  um  die 
Methylgruppen C19 und C20 [66], die ungefähr in der Mitte des Chromophors 
platziert sind (siehe  Abbildung 1.5). Sie sind durch die Aminosäuren Thr118, 
Ile189, Tyr191, Trp265 und Tyr268 der Bindungstasche in ihrer Bewegungsfrei-
heit eingeschränkt [67]. Es wird diskutiert, dass diese Teile des Retinals in die 
Bewegungen von EL2 und TM6 involviert sind bzw. deren Bewegungen erst 
möglich machen [68, 69].
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1.5.4 Extrazellulärer Loop 2
Rhodopsin verfügt über eine einzigartige Beschaffenheit des extrazellulären 
Loops 2. Beim Großteil der GPCRs erstreckt sich dieser Loop in den extrazellu-
lären  Raum und  fungiert  als  Erkennungs-  bzw.  Bindungsstelle  für  diffusible 
Liganden  [70].  Abbildung 1.6 zeigt einen Ausschnitt des Rhodopsins mit dem 
farblich hervorgehobenen Loop. Im vorliegenden Fall stellt die Verbindung der 
Helices 4 und 5 eine Besonderheit dar: Sie faltet sich unter Formierung eines 
β-Faltblattes in den interhelikalen Raum zurück und bildet eine Art Deckel für 
die Bindungstasche. Eine derartige Organisation hat zur Folge, dass der Loop 
über viele Seitenreste mit dem Retinal interagiert, somit einen Teil der Retinal-
bindungstasche bildet und zwei wichtige funktionelle Mikrodomänen miteinan-
der verbindet. Auf der einen Seite steht er in direktem Kontakt mit dem um die 
Schiffsche  Base  angeordneten  Wasserstoffbrückennetzwerk  bzw.  ist  ein  Teil 
dieses Netzwerkes, auf der anderen Seite existieren zahlreiche Interaktionen 
mit dem TM3-TM5-Netzwerk. Die beiden kurzen Stränge des β-Faltblatts wer-
den als β3 und β4 bezeichnet [71]. Die Stränge β1 und β2 gehören zum N-ter-
minalen Ende. Diese Positionierung des EL2, der sich von Trp175 bis Thr198 
erstreckt,  wird  dabei  einerseits  durch  zahlreiche Wasserstoffbrücken zu den 
umliegenden  Helices,  andererseits  durch  eine  konservierte  Disulfidbrücke 
[72] zwischen den Aminosäuren Cys110 (TM3) und Cys187 (EL2) stabilisiert. 
Abgesehen von dieser Brücke ist die Sequenz des EL2 nicht konserviert und 
hochvariabel in der Klasse der GPCRs. Der Loop besteht aus vielen Aminosäu-
ren, denen eine spezielle Aufgabe bei der Übertragung der Isomerisierungs-
energie an das Proteingrundgerüst und folglich auch an die cytoplasmatische 
Seite des Rezeptors zugesprochen wird. Als erste und wichtigste ist hier das 
transiente Gegenion der Schiffschen Base, die Glutaminsäure 181, hervorzuhe-
ben [57]. Als Zentrum eines wohldefinierten Wasserstoffbrückennetzwerkes mit 
den Tyrosinseitenketten 192 und 268 bildet sie weitere, wasservermittelte Was-
serstoffbrücken zum Serin 186 und zur Glu113, dem Gegenion der protonierten 
Schiffschen Base im dunkeladaptierten Zustand [73, 74]. NMR-Studien zeigen 
unter anderem Wechselwirkungen von Gly188 mit einem der Hauptakteure des 




1.5.5.1 D(E)RY-Motiv  
Die namensgebenden Aminosäuren des D(E)RY-Motivs sind Glu134, Arg135 
und Tyr136 am cytoplasmatischen Ende der TM3 [78]. Eine funktionelle Schlüs-
selrolle kommt dem Arginin  135 zu.  Die unter  physiologischen Bedingungen 
protonierte Guanidiniumgruppe des Arginins erfüllt nicht nur im Rhodopsin, son-
dern in der gesamten Klasse A der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gleich 
mehrere Aufgaben. In der dunkeladaptierten Konformation des Rezeptors wer-
den mehrere Wasserstoffbrücken zu den umgebenden Aminosäuren Glu134, 
Glu247 und Thr251 ausgebildet [79, 80], wobei die dritte mit der sechsten Helix 
verbunden und die Ladung des Arginins abgeschirmt/neutralisiert wird. Dieses 
Netzwerk um das Arginin wird als ionic lock bezeichnet [28]. Auf dem Weg zur 
aktiven Konformation des Rezeptors wird durch dieses Netzwerk ein  Proton 
aufgenommen  [26, 27],  wobei  die  stabilisierende  Verbindung  zwischen  den 
Helices zerfällt und die Seitenkette des Arginins zur Andockstelle für das G-Pro-
tein wird.
1.5.5.2 Y(x)  7K(R)-Motiv (Y223)
Neben  dem  D(E)RY-Motiv  liegt  die  in  der  TM5  lokalisierte  Mikrodomäne 
Y(x)7K(R). Diese besteht hauptsächlich aus zwei Seitenketten, dem Tyr223 und 
dem Lys231  [81], die den aktiven Zustand des Rezeptors stabilisieren. Diese 
Erkenntnis konnte erst aus den Kristallstrukturen des aktiven Zustandes abge-
leitet  [82] und  experimentell  gezeigt  werden  [77].  Die  präzise  Funktion  der 
Tyrosinseitenkette 223, also ihr Einfluss auf das Meta I / Meta II-Gleichgewicht 
wurde  in  der  dieser  Dissertation  zugrundeliegenden  Publikation  ausführlich 
beschrieben und dargestellt  [7]. Mithilfe der ortsspezifischen Mutagenese wur-
den drei Mutanten des Tyrosins 223 hergestellt (Y223A/F/E) und spektrosko-
pisch analysiert.  Dabei wurde gezeigt, dass die Hydroxylgruppe des Phenol-
rings  in  die  stabilisierenden  Interaktionen  mit  dem Arg135  involviert  ist  und 
dadurch die Protonenaufnahme am D(E)RY-Motiv bei der Entstehung der akti-
ven Spezies erleichtert. Des Weiteren ist der hydrophobe Ring der Seitenkette 
für eine effiziente Aktivierung des Transducins notwendig [7]. Dennoch wird im 
weiteren Verlauf dieser Arbeit eine weiterführende, auf dieser Veröffentlichung 
basierende Studie vorgestellt. 
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1.5.5.3 NPxxY(x)  5,6F-Motiv
Das NPxxY(x)5,6F-Motiv befindet sich räumlich gesehen unweit vom D(E)RY-
Motiv und ist in der inaktiven Konformation für die Kopplung der Helices TM7 
und H8 zuständig [83]. Dies beinhaltet auch die als π-stacking bekannte elek-
trostatische Interaktion zwischen den aromatischen Seitenketten der Aminosäu-
ren Tyr306 und Phe313. Die vorhandenen Kristallstrukturen offenbaren, dass 
diese Mikrodomäne über zahlreiche Wasserstoffbrücken und Wassermoleküle 
auch mit  der  Schiffschen Base in  Verbindung steht  [84, 85].  Hierbei  scheint 
Asn302 von großer Wichtigkeit sowohl für die Aufrechterhaltung der stabilen 
Grundzustandsstruktur als auch während der Aktivierungskaskade des Rezep-
tors zu sein. So soll das Asn302 mit Asn55, Trp265 und Asp83 kontaktieren,  
wobei es sich bei diesen um bekannte und konservierte Schlüsselpositionen im 
Rhodopsin handelt [62].
Die genaue Arbeitsweise dieser Region ist  aktuell  Gegenstand vieler For-
schungsarbeiten,  bekannt  ist  jedoch,  dass das Tyr306 während des Aktivie-
rungsprozesses seine Grundzustandsposition verlässt, sich zum D(E)RY-Motiv 
orientiert und beim Protonieren des ionic locks assistiert bzw. die aktive Konfor-
mation stabilisiert.
1.5.6 Wasser
Den konservierten Motiven und funktionellen Aminosäuren in einem Protein 
sind auch inkorporierte Wassermoleküle gleichzusetzen. Eine Vielzahl von kon-
servierten und fest positionierten Wassermolekülen übernimmt ähnliche Aufga-
ben, die sonst den Aminosäuren zugeschrieben werden. Damit sind sie uner-
lässlich für Vorgänge wie die Reorganisation von Wasserstoffbrückennetzwer-
ken als Ursache bzw. treibende Kraft für Bewegungen der Sekundärstrukturele-
mente und Konformationsänderungen  [86, 87]. So erfolgt beispielsweise beim 
Übergang zum letzten inaktiven Zustand Meta I eine drastische Zunahme der 
internen  Hydratisierung  des  Rezeptors  [88],  während  der  Meta I  → Meta II-
Übergang von einer temperaturabhängigen Wasserabgabe begleitet wird  [89]. 
In  der  Bindungstasche  vermitteln  Wassermoleküle  die  Protonentransfervor-
gänge  [90] und fungieren als regulatorische Schalter und Abstandshalter zwi-
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Rhodopsin enthält 18 Tyrosine [71]. Mindestens drei davon sind bereits dank 
zahlreicher Untersuchungen in ihrer Rolle für die Aktivierungskaskade ausgie-
big beschrieben worden  [81].  Es  handelt  sich  um Bestandteile  von drei  der 
bedeutendsten hochkonservierten Motive an der cytoplasmatischen Seite des 
Rezeptors: Tyr136 aus dem D(E)RY-Motiv, Tyr223 aus dem Y(x)7K(R)-Motiv und 
Tyr306 aus dem NPxxY(x)5,6F-Motiv [7, 77, 83]. Alle drei Motive interagieren mit-
einander im Laufe der Rezeptoraktivierung und sorgen nicht nur für die Auf-
rechterhaltung der inaktiven, sondern auch für die Bildung der aktiven Konfor-
mation [77].
1.5.8.1 Tyrosine 191 und 192 aus dem EL2  
Abgesehen von diesen drei Tyrosinen aus den hochkonservierten Motiven 
besitzt Rhodopsin 15 weitere Tyrosinseitenketten, von denen sich ein Großteil 
auf  der intradiskalen Seite des Rezeptors befindet.  In dieser Arbeit  wird die  
Funktion von drei dieser Tyrosinseitenketten mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie 
analysiert und es werden weitere Aspekte der biophysikalischen Bedeutung der 
Tyrosine herausgearbeitet.  Im besonderen Fokus liegen hierbei  die  Tyrosine 
191 und 192 aus dem EL2, denen Interaktionen mit dem transienten Gegenion 
der Schiffschen Base Glu181 nahegelegt werden [102] sowie das Tyrosin 206 
aus der  TM5,  das höchstwahrscheinlich mit  dem TM3-TM5-Netzwerk intera-
giert.
Das Tyrosin an Position 191 ist bereits Gegenstand einiger weniger Untersu-
chungen gewesen, die jedoch abhängig von der verwendeten Methode zu teil -
weise  widersprüchlichen  Ergebnissen  gekommen  sind.  So  wurde  beispiels-
weise berichtet, dass die Mutanten des Tyrosins 191 die Bildung der aktiven 
Spezies Meta II mit der gleichen Effizienz wie der Wildtyp vollführen [103]. Auf-
fällig war jedoch, dass die signifikante Fraktion dieser Mutanten mit dem kova-
lent gebundenen Chromophor nach der Belichtung zusammengeblieben ist und 
eine Meta III-artige Spezies bildete  [103] (Meta III  ist eine der Zerfallsformen 
der aktiven Spezies [104, 105]). Dies lag an den verwendeten Mutationen [106], 
sicherlich aber auch daran, dass die Proteine in der solubilisierten Form und 
nicht  als in die  Vesikel  rekonstituierte  Proben gemessen worden sind,  denn 
Detergenzien wirken sich sehr stark auf die Gleichgewichtslage von Meta I und 





von Tryptophanseitenketten gerade im Rhodopsin dafür bekannt sind, Bewe-
gungen der Sekundärstrukturelemente induzieren zu können (toggle-switch von 
Trp265  und  die  darauffolgende  Rotation  der  TM6  [69, 113, 114]).  Diese 
Annahme wird zudem untermauert, wenn außerdem noch andere Interaktionen 
dieser Aromaten betrachtet werden, was im Laufe der vorliegenden Arbeit zu 
beweisen galt. So befindet sich Trp175 nur 3,2 Å vom Ser202 entfernt, was ein 
ausreichender Abstand für die Bildung einer Wasserstoffbrücke ist. Die Hydro-
xylgruppe des Tyr206 ist noch näher am His211. Der hier gemessene Abstand 
von  2,9 Å bedeutet,  dass  dieses  Tyrosin  in  der  Lage  ist,  direkt  mit  dem 
TM3-TM5-Netzwerk  interagieren  zu  können.  Tatsächlich  fungiert  Tyr206  bei 
NMR-Studien mit seinen chemischen Verschiebungen als eine Art Sonde für 
das TM3-TM5-Netzwerk [76].
1.6 Humanes Rhodopsin
Der Aktivierungsmechanismus des Rhodopsins wurde in der Vergangenheit 
in umfangreichen Studien anhand des zur Verfügung stehenden bovinen Rho-
dopsins untersucht. Um eine bessere Relevanz der Ergebnisse für medizini-
sche Zwecke zu erzielen, ist es jedoch notwendig, auch die humanen Rezepto-
ren spektroskopisch genauer zu charakterisieren. Es gab bereits einige Publi-
kationen über den humanen Wildtyp und dessen Vergleiche mit dem Lichtre-
zeptor  aus dem Rinderauge  [115-118].  Im Rahmen der  damals verfügbaren 
Techniken und Methoden ließen sich jedoch nur wenige Unterschiede feststel-
len und ihre molekularen Ursachen untersuchen. Das hatte schließlich zur Kon-
sequenz, dass sämtliche Forschungsarbeiten am deutlich einfacher zugängli-
chen bovinen Rhodopsin durchgeführt  worden sind.  Moderne Methoden der 
artifiziellen Proteinsynthese erlauben aber, dass nahezu jedes Protein in ausrei-
chender Menge für  wissenschaftliche Analysen hergestellt  werden kann. Die 
sequenzielle  Abfolge,  einer  Datenbank  entnommen,  kann dabei  über  beste-
hende Expressionssysteme, aber auch zellfrei (cell-free expression [119]) her-
gestellt  werden.  Ein  Vergleich  von  menschlichem  und  bovinem  Rhodopsin 
(Abbildung 1.12) offenbart, dass sich die beiden Proteine in ihrer Sequenz an 
23 Stellen unterscheiden  [120].  In das vorliegende Plasmid für den bovinen 
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Nachtblindheit,  Einschränkungen  des  peripheren  Sehens  (Tunnelblick)  und 
gestörte  Anpassung  an  verändernde  Lichtverhältnisse  [122].  Einige  Formen 
dieser Krankheit  lassen sich auf  Defekte im Rhodopsin zurückführen,  wobei 
sich, soweit zum jetzigen Zeitpunkt bekannt, nicht alle Mutationen auf den Akti-
vierungsmechanismus  des  Rezeptors  auswirken  [123].  Diverse  Mutationen 
betreffen beispielsweise die Proteinbiosynthese von Rhodopsin und führen zur 
Fehlfaltung oder Aggregation der fertigen Moleküle, andere dagegen resultieren 
in Störungen des Transports des bereits erfolgreich translatierten Proteins in 
das Außensegment der Stäbchenzelle. Bisher wurden mehr als 100 Mutationen 
im Rhodopsin identifiziert, von denen die meisten mit der autosomal dominan-
ten  RP assoziiert  sind. Eine Zusammenstellung aller bekannten RP verursa-
chenden  Mutationen  sowie  eine  Einteilung  in  Klassen  wurde  von  Elizabeth 
Rakoczy et  al.  durchgeführt  [124].  Diese  Positionen  sind  in  Abbildung 1.12 
durch Fettschrift hervorgehoben. Die Untersuchungen der die Krankheit hervor-
rufenden Ursachen beschränkten sich bislang auf klinische Studien oder phy-
siologische Experimente, wobei im letzteren Fall transgene Mäuse oder Ratten 
eingesetzt werden [125]. Das biophysikalische Grundlagenwissen stammt aus 
den zahlreichen Studien, die am bovinen Rhodopsin durchgeführt worden sind. 
Es existieren aber auch theoretische Arbeiten, in denen beispielsweise mithilfe  
eines auf  Kristallstrukturen basierenden Proteindesign-Algorithmus' Vorhersa-
gen  über  die  Auswirkungen  der  jeweiligen  Mutation  gemacht  werden.  Dies 
erlaubt eine Einteilung aller bekannten Mutationen in Klassen, was wiederum 
gezieltere Strategien und Ansätze für experimentelle Arbeiten ermöglicht. Von 
A. Singhal et al. konnte eine Kristallstruktur der PR-verursachenden G90D-Mu-
tante des Rhodopsins erarbeitet werden [126].
1.7 Schafsrhodopsin
Als Ergänzung der Studie über den Aktivierungsmechanismus des humanen 
Rhodopsins wurde Rhodopsin aus Schafsaugen (im weiteren Verlauf als „ovi-
nes Rhodopsin“ bezeichnet) untersucht. Obwohl diese Untersuchungen schein-
bar keine offensichtliche medizinische Relevanz haben, sind die daraus gewon-
nene Erkenntnisse zur Erweiterung und Verallgemeinerung des Grundlagenwis-
sens sehr wichtig. Der Vergleich der Aminosäuresequenzen (Abbildung 1.16) 
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2 M E T H O D E N  U N D  TE C H N I K E N
2.1 Probenherstellung
Herstellung und Isolation der Rhodopsin-Mutanten. Die Opsinmutanten 
werden mittels der COS-1-Zelllinie hergestellt, die mit einem entsprechenden 
Vektor (pMT4-Vektor, American Type Culture Collection) transfeziert wird. Nach 
Inkubation und Ernte werden die Zellen mit Überschuss an 11-cis-Retinal (30 
µM) versetzt, erneut inkubiert und anschließend bei -39°C eingefroren.
Um die Proteine zu extrahieren, werden die Zellen mit einem Detergens (N-
Dodecyl-β-D-maltosid  (DDM),  Endkonzentration  1%)  solubilisiert  und  für  4 
Stunden inkubiert.  Rhodopsinmoleküle sowie andere lipophile Proteine lösen 
sich hierbei aus der Plasmamembran der COS-Zellen und gehen in die Deter-
gensmicellen  über.  Die  Zellreste  werden  mittels  Zentrifugation  entfernt.  Der 
Überstand wird mit einem modifizierten 1D4-Gel versetzt. Dieses bindet spezi-
fisch am C-terminalen Ende des Rhodopsins.
Das an das Gel gebundene Rhodopsin wird danach zweimal mit PBS-Puffer 
(mit 0,03% DDM) und anschließend mit dem BTP-Puffer gewaschen. Nachfol-
gend werden mehrere Elutionsschritte mit einem 1%igen BTP-OG-Puffer (ver-
setzt 100 µM 1D4-Antikörper) durchgeführt, wobei die an das Gel gebundenen 
Proteine in die OG-Micellen übergehen.
Künstliche Membranumgebung (eggPC-Vesikel). Für die künstliche Mem-
branumgebung wird in Chloroform gelöstes Phosphatidylcholin (PC) aus dem 
Hühnerei  verwendet.  Dieses  Phosphatidylcholin  weist  einen  entscheidenden 
Vorteil gegenüber den reinen Formen von PC mit festdefinierten Fettsäureres-
ten auf. Es besitzt eine gewisse Variabilität in der Verteilung der Fettsäurereste,  
wovon einige mehrfach ungesättigte Doppelbindungen aufweisen. Eine Über-
sicht darüber gibt die vom Hersteller öffentlich zur Verfügung gestellte Grafik  
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(Abbildung 2.1). Dies stellt eine gute Annäherung an die Zusammensetzung der 
Lipide in der nativen Disk-Membran dar [127].
Einbau und Dialyse der Rhodopsinmutanten. Die Phospholipide werden 
in eine Glasphiole gegeben,  anschließend wird das Chloroform unter  einem 
Abzug mit Argon abgedampft und der Lipidfilm für 4-12 Stunden lyophilisiert,  
um  die  Chloroformreste  zu  beseitigen.  Nachfolgend  werden  die  Lipide  mit 
GABI-Puffer (20 mM BTP, 130 mM NaCl, 1 mM MgCl2, pH 7,4) auf die Endkon-
zentration von 3 mg/ml resuspendiert. Diese Suspension wird 5 Gefrier-Tau-Zy-
klen (1,5 min in flüssigen Stickstoff und 5 min in lauwarmen Wasser) unterzo-
gen und mehrmals durch eine Polycarbonat-Membran mit  einer  Porengröße 
von 200 nm gepresst um einheitlich und unilammelare Vesikel zu erhalten. Die 
Konzentrationen der Eluate werden in einer Zentrifuge (Biofuge 28RS,  Hera-
eus) erhöht und für ca. eine Stunde mit der entsprechenden Menge der Vesi-
kelsuspension inkubiert. Diese ergibt sich aus der Rhodopsinkonzentration und 
dem Protein-Lipid-Verhältnis von 1:100 (ein Beispielprotokoll befindet sich auf 
der nächsten Seite). Zuletzt wird das Protein-Lipid-Detergensgemisch 3-6 Tage 
unter Pufferwechsel dialysiert, um das Detergens komplett zu entfernen. Deter-
genzien sind dafür bekannt, dass sie sich auf die Aktivierungskaskade des Rho-
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Abbildung 2.1: Verteilung der Fettsäurereste
Für  die  Herstellung  von  Vesikeln  wird  Phophatidylcholin  aus  dem 
Hühnerei mit der hier angegebenen Verteilung der Fettsäurereste ver-
wendet. (Quelle: Avanti Polar Lipids Inc.)
2.1  PROBENHERSTELLUNG
dopsins [128], insbesondere auf das Meta I / Meta II-Gleichgewicht auswirken. 
So verschiebt beispielsweise Digitonin dieses Gleichgewicht  in Richtung des 
Meta I-Intermediats, DDM und OG hingegen in Richtung der aktiven Spezies. 
Nach der Dialyse findet eine Überprüfung der Reinheit der hergestellten Proben 
mithilfe der UV-Vis-Spektroskopie statt. Hierfür wird ein Aliquot von 70-100 µl 
eine Stunde lang bei ca. 200000g zentrifugiert. Wenn im Überstand anhand der  
Absorption bei 500 nm keine solubilisierten Rhodopsine mehr festgestellt wer-
den können, bedeutet dies eine komplette Befreiung der Probe vom Detergens. 
Die fertigen Proben werden schließlich lichtgeschützt bei -39°C aufbewahrt.
Bedingt durch die Prozedur, die pro Rhodopsinmutante ca. eine Woche dau-
ert, die zahlreichen Reinigungsschritte, aber auch aufgrund der Spezifität der 




Protein zu Lipid: 1:100
 
cRhodopsin = 2-20 µM cOG = mind.100 mM
 
cLipid in Chloroform = 25 mg/ml (Stammlösung)
MeggPC = 770,12 g/mol
Lipid: µmol mg µl der Stammlösung
100% eggPC 5 3,85 154
ml Puffer: 1,283
è Stocklösung 3 mg/ml cLipidsuspension = 3,9 mM
Die nativen Rhodopsine wurden aus Rinder- und Schafsaugen (Teterower 
Fleisch GmbH) gewonnen. Die Retinae werden dabei aus den Augen präpa-
riert. Zur Gewinnung der WM-Fraktion (washed membranes), die für infrarot-
spektroskopische  Messungen  verwendet  wird,  werden  die  Außensegmente 
extrahiert, hypotonisch lysiert und mehrmals gewaschen. Die gesamte Proze-
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dur  wird  nach  dem  Protokoll  von  Papermaster  durchgeführt  und  ist  hier 
[129] nachzulesen.
Aufbau und Konfiguration der Messungen.  Bei allen Proben erfolgt die 
Einstellung  des  pH-Wertes  mit  0,01-0,1M  Salzsäure  (HCl)  bzw.  0,01-0,1M 
Natronlauge (NaOH). Anschließend werden die Proben in einer gekühlten Ultra-
zentrifuge bei ca. 200000g konzentriert, der Überstand wird verworfen und das 
Pellet zwischen zwei BaF2-Kristallscheiben mit einem Abstand von ca. 3 µm in 
der Messkammer platziert. Die Probe kann dann, je nach Untersuchungsziel, 
über einen sehr großen Temperaturbereich bei einer bestimmten Temperatur 
äquilibriert werden. Hierfür werden entweder die Ethanol-Kühlung (223K-293K) 
CC175 der Firma Huber, der Stickstoff-Kryostat (80K-273K) der Firma Oxford 
Instruments  oder  die  Frostschutzkühlung  (253K-360K)  RC6  CS  der  Firma 
Lauda  verwendet.  Alle  Arbeiten  mit  den  lichtempfindlichen  Proben,  wie  die 
Augen, das Rhodopsin, die COS-Zellen, sowie die Rhodopsinmutanten werden 
ausschließlich unter Rotlicht (λ>680 nm) durchgeführt.
Alle FTIR-spektroskopischen Messungen wurden an einem Bruker ifs66v/s 
IR-Spektrometer durchgeführt. Für die simultane Datenaufnahme im UV-visuel-
len Bereich wurde das IR-Spektrometer mittels Glasfaseroptik an einen OLIS 
RSM UV/Vis-Spektrometer gekoppelt. Die initiale Belichtung der Probe erfolgte 
für 10 s während der Messung mit a) orangen LEDs (λmax=580 nm) bei späten 
Intermediaten (Meta I und Meta II), b) grünen LEDs (λmax=520 nm) bei Lumi und 
c) hellblauen LEDs (λmax=470 nm) bei Batho. Die Datenaufnahme erfolgte im 
rapid-scan-Modus mit einer variablen zeitlichen Auflösung >171 ms und einer 
spektralen Auflösung von 2 cm-1 im Bereich zwischen 1800-900 cm-1. Zur Ver-
besserung  des  Signal/Rausch-Verhältnisses  wurde  stets  ein  Tiefpassfilter 
(1850 cm-1) verwendet. Die gewonnenen Daten wurden linear korrigiert, um die 
temperaturabhängigen Schwankungen zu eliminieren und je nach Messung auf 
bestimmte Banden normalisiert (hierzu mehr im Abschnitt  2.2.6). Mittels SVD 
(singular value decomposition) und global-fit-Prozedur wurden die Übergangs-
komponenten mit den dazugehörigen Kinetiken errechnet [130]. 
2.1.1 Ovines Rhodopsin
In dieser Studie wird ein tatsächlicher Wildtyp, d.h. ein direkt aus Schafsau-
gen gewonnener Rezeptor untersucht. Diese Neuerung hat zwei Gründe: Zum 
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einem sind derartige Proben sind deutlich kostengünstiger  zu erzeugen und 
dementsprechend in vielfach höheren Mengen vorhanden als die künstlich her-
gestellten Analoga. Zum anderen wurde nichtsdestotrotz ein Versuch unternom-
men, wegen der genaueren Vergleichsmöglichkeiten untereinander, das ovine 
Rhodopsin über das COS-Expressionssystem herstellen zu lassen. So ließen 
sich die Lichtrezeptoren aus allen drei Organismen einem direkten Vergleich 
unterziehen. Dabei hat sich jedoch herausgestellt, dass sich in die in der Daten-
bank vorhandene Sequenz fehlerhaft ist [131]. Erst als die aktualisierte Version 
des Schafgenoms publiziert worden war [132], wurde es möglich, die tatsächli-
che sequentielle Abfolge des ovinen Rhodopsins aus der DNA zu bestimmen. 
Und obwohl nun in der folgenden Abhandlung das natürlich gewonnene ovine 
Rhodopsin  in  der  natürlichen  Diskmembran  mit  dem  künstlich  hergestellten 
humanen und bovinen Rhodopsin in künstlichen Vesikeln verglichen wird, kann 
man sich auf  die Beobachtungen stützen, die in der Arbeitsgruppe mit  dem 
bovinen Rhodopsin gemacht worden sind. Hier konnte nämlich gezeigt werden, 
dass es nahezu keine Unterschiede zwischen dem natürlich gewonnenen, in 
der  nativen  Diskmembran  vorliegenden  und  dem  künstlich  hergestellten,  in 
künstliche Vesikel eingelagerten Rhodopsin existieren.
2.2 Spektroskopie
2.2.1 Infrarot-Spektroskopie
Die Infrarot-Spektroskopie (IR-Spektroskopie) ist eine nicht-invasive schwin-
gungsspektroskopische Methode, da die Energie des infraroten Lichtes nur zur 
Anregung von Molekülschwingungen ausreicht. Die Detektion der Absorption im 
Bereich von 2,5 bis 250 μm (40-4000 cm-1) wird unter anderem zur Analyse der 
Struktur und Dynamik von Biomolekülen, deren Größe bis zu einigen 100 kDa 
sein kann, verwendet. In Analogie zum harmonischen Oszillator aus der klassi-
schen Mechanik ist die Schwingungsfrequenz einer atomaren Bindung von der 
Stärke dieser Bindung (Einfach-, Doppel-, Dreifach-Bindung) und den gekop-
pelten Atommassen abhängig. Demzufolge sind charakteristische Wellenzah-
lenbereiche des Spektrums der Absorption bestimmter  Gruppen und Verbin-
dungen unterschiedlicher atomarer Zusammensetzungen zugeordnet.  Zudem 
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wird  die  Schwingungsfrequenz  durch  die  Umgebung  der  jeweiligen  Gruppe 
moduliert. 
Analog  zur  UV/Vis-Spektroskopie  wird  die  Intensität  des  transmittierten 





Hierbei ist E – die Extinktion, I – die Anfangsintensität, I0 – die Intensität des 
transmittierten Strahlung,  ε – der Extinktionskoeffizient (Absorptionskoeffizient, 
l/mol*cm), c – die Konzentration der Probe (mol/l) und d – die Schichtdicke (cm).
Die Absorption der infraroten Strahlung folgt bestimmten Auswahlregeln: Sie 
findet  nur  dann  statt,  wenn die  Dipolmomente  des  elektrischen Vektors  der 
Strahlung und des Moleküls gleichgerichtet sind und demzufolge miteinander 
derart wechselwirken, dass sich das elektrische Moment während des Über-
ganges ändert. Solche Schwingungen werden als IR-aktiv bezeichnet und sind 
im IR-Absorptionsspektrum sichtbar.
2.2.2 FTIR-Spektroskopie
Gegenüber  der  klassischen  dispersiven  IR-Spekroskopie  bietet  die  FTIR-
Spektroskopie eine Reihe von Vorteilen, weshalb diese Methode am häufigsten 
verwendet wird.  Die IR-Strahung einer Quelle (meistens ein Globar,  d.h.  ein 
unter  Hochspannung  stehender  Siliziumcarbid-Stab)  wird  zunächst  in  einen 
Michelson-Interferometer eingeleitet. Hier wird die einfallende Strahlung mittels 
eines Strahlenteilers (halbdurchlässiger Spiegel aus germanium-beschichteten 
KBr in 45° Winkel zur Ausbreitungsrichtung der einfallenden Strahlung platziert) 
in  zwei  Teilstrahlen  aufgespaltet.  Der  eine  Teilstrahl  wird  anschließend  von 
einem festpositionierten Spiegel reflektiert, der zweite dagegen von einem sich 
mit konstanter Frequenz bewegenden Spiegel. Bei der Überlagerung der bei-
den Lichtstrahlen, die wegen der räumlichen Kohärenz und in Abhängigkeit von 
ihrer  Phasendifferenz  miteinander  interferieren,  entsteht  ein  Interferogramm. 
Dieses enthält Informationen über alle Frequenzen der Lichtquelle, die simultan 
die Probe passieren und dadurch eine deutlich höhere zeitliche Auslösung als 
beim  dispersiven  Spektrometer  ermöglichen  (Mutiplex-Vorteil).  Die  höhere 
Intensität  der  Strahlung,  die  durch  die  Verwendung  kreisförmiger  Aperturen 
anstatt eines Spalts, erreicht wird (Jacquinot-Vorteil). Die genaue Positionsbe-
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stimmung des beweglichen Spiegels durch einen in die Optik eingekoppelten 
Laser  ermöglicht  eine  präzise  Wellenzahlkalibrierung  des  Spektrometers 
(Connes-Vorteil).
Nach dem Durchgang durch die Proben wird das Signal von einem mit flüssi-
gen  Stickstoff  gekühlten  MCT-Detektor  aufgezeichnet  und  mittels  Fou-
rier-Transformation in ein Spektrum umgerechnet. Eine ausführliche Beschrei-
bung der  mathematischen Grundlagen der  Fourier-Transformation sowie der 
FTIR-Datenverarbeitung findet sich hier [133].
2.2.3 FTIR an Proteinen
Ein Protein (allgemein ein Makromolekül) kann als nicht-lineares, gekoppel-
tes System aus N Atomen verstanden werden. Dieses besitzt 3N Freiheitsgra-
den der Bewegung. Die Translation des Schwerpunkts und die Rotation um den 
Schwerpunkt haben ebenfalls jeweils drei Freiheitsgrade. Somit bleiben 3N-6 
Freiheitsgrade für die Normalschwingungen (Vibrationen).  Die Atombewegun-
gen innerhalb dieses Systems werden durch eine Superposition dieser Normal-
schwingungen beschrieben. Demzufolge treten in einem Protein (N>1000) viele 
gekoppelte Schwingungen auf, was zu einem Spektrum mit zahlreichen über-
lappenden Banden führt.
In  einem  Makromolekül  können  zwei  Arten  von  diesen  mechanischen 
Schwingungen unterschieden werden.  Als  Valenz-  oder  Streckschwingungen 
werden  Schwingungen  in  Richtung  der  Bindungsachse  zweier  Atome  oder 
Molekülteile durch eine Dehnung oder Stauchung der Bindung bezeichnet. Nor-
malschwingungen, die unter Deformation des Bindungswinkels ablaufen, nennt 
man  dementsprechend  Deformations-  oder  Biegeschwingungen.  Die  beiden 
Schwingungsarten  können  symmetrisch  oder  antisymmetrisch  auftreten.  Da 
viele funktionelle Gruppen sowohl Deformations- als auch Valenzschwingungen 
ausführen können, sind mehrere zu einer Gruppe gehörende Banden möglich. 
Umgekehrt  können  mehrere  Gruppen  bei  gleicher  Wellenlänge  absorbieren 
und  somit  zu  einer  Bande  beitragen.  Auf  diese  Weise  entstehen  entartete 
Schwingungen,  die  besonders  schwer  zu  untersuchen  und  zu  interpretieren 
sind. 
Die  symmetrischen  Streckschwingungen  der  Gerüstelemente  (C-C,  C=C, 
C=C, N=N usw.) sowie Schwingungen von homonuklearen zweiatomigen Mole-
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külen (N2, O2) zeigen keine Infrarotabsorption, da sich die Veränderungen der 
Dipolmomente  aufgrund  der  symmetrischen  Kernbewegungen  aufheben. 
Dementsprechend eignet sich die IR-Spektroskopie für die Untersuchung von 
funktionellen Gruppen, die meistens unsymmetrisch sind und unregelmäßig in 
den entsprechenden Molekülen vorkommen. In der nachfolgenden Tabelle sind 
auszugsweise einige relevante Schwingungen zusammengefasst. Ein genauer 
Überblick über die einzelnen Schwingungsmodi mit den dazugehörigen Extinkti-
onskoeffizienten ist hier [134] zu finden.
Gruppe / Schwingung Position [cm-1] Quelle
Amid-I / ν(C=O) 1700-1600  [134] 
Amid-II / ν(C-N), δ(C-N-H) 1580-1480  [134] 
Asp, Asn, Gln, Glu, Arg / ν(C=O) 1668-1770  [134] 
Asp83 1768/1748  [19] 
Glu122 1727 [24]
Glu113 1712  [54] 
Guanidinium (Arg) / νs/as((CN3H5)+) 1614-1695  [134] 
Tyr-OH / ν(C-C), δ(C-H) 1614-1621  [134] 
Trp / ν(C-C), ν(C=C) 1622  [134] 
Tyr-OH / ν(C-C), δ(C-H) 1516-1518  [134] 
Asp, Glu / νas(COO-) 1556-1579  [134] 
Tyr-O- / ν(C-C), ν(C-O) 1269-1274 [134, 135] 
Tyr-OH / ν(C-C), ν(C-O) 1235-1270  [134] 
11-cis-Retinal / ν(C-C), δ(C-H), δ(N-H) 1238  [19] 
Tyr-OH / δ(COH) 1169-1260  [134] 
HOOP / γ(C-H), γ(O-H) <1000 [19, 136, 137]
Tabelle 1: Einige Bandenlagen im mittleren Infrarot
Auswahl wichtiger  Schwingungen mit  dazugehörigen Referenzen. ν  - Streckschwingung, 
δ - Deformationsschwingung, γ - Deformationsschwingung aus der Ebene (z.B. HOOP – 
hydrogen out of plane), s - symmetrisch, as - antisymmetrisch. 
2.2.4 Methoden der FTIR-Spektroskopie
Neben der ortsspezifischen Mutagenese ist  die Verwendung von Chromo-
phoranaloga mit  Modifikationen der Polyen-Kette,  des  β-Iononrings oder der 
Methylgruppen eine weit  verbreite Methode bei  Untersuchungen des Aktivie-
rungsmechanismus  des  Rhodopsins  [138-141].  Aufgrund  der  veränderten 
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Kopplungen dieser Analoga mit der Umgebung bzw. im Falle der Mutanten der 
Interaktionen der Seitenketten untereinander, ändern sich auch dazugehörige 
Banden in ihrer Intensität oder Position. Dies erlaubt eine gezielte Bandenzu-
ordnung zu bestimmten Vorgängen im Rezeptor. Eine präzise Zuordnung der 
Schwingungen ist allerdings nur mittels Isotopenmarkierung von Aminosäuren 
möglich. Diese Methode befindet sich zur Zeit im Entwicklungsstadium. Dabei 
werden  15N- oder  13C-markierte  Analoga der  natürlichen Aminosäuren einge-
setzt und somit die Beeinflussungen der Proteinstruktur, wie das bei der Ver-
wendung von Mutanten der Fall ist, nahezu ausgeschlossen. 
Spezifische Interaktionen des Rhodopsin mit weiteren Proteinen des Signal-
tranduktionskaskade, wie z.B. G-Protein oder Arrestin, können mittels Komplex-
bildungsspektren (peptide  binding  spectra,  pbs-Spektren) des Rhodopsins mit 
den Peptiden aus den Bindungsdomänen dieser Proteine studiert werden  [7] 
[142]. Dabei können diese Peptide ebenfalls isotopenmarkiert werden [143].
Deuterierung. Der Austausch des Wassers der Probe gegen das schwere 
Wasser  (2H2O, Deuteriumoxid)  ist  die  übliche Strategie um protonierungsbe-
dingte  Änderungen  im  Infrarotspektrum  genauer  zuordnen  zu  können  bzw. 
diese Änderungen von solchen unterscheiden zu können, die von den Wasser-
molekülen unbeeinflusst sind. Hierfür wird die Probe mehrmals mit dem Puffer 
gleicher  Zusammensetzung wie  der  Standartpuffer  allerdings auf  2H2O-basis 
gewaschen und inkubiert  um möglichst alle Wassermoleküle auszutauschen. 
Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt dementsprechend mit NaOD bzw. DCl.
2.2.5 Differenz-Spektroskopie
Ein FTIR-Absorptionspektrum (Einkanalspektrum) enthält nicht nur Informa-
tionen über die Probe, sondern auch über das Emissionsspektrum der Licht-
quellen und die spektrale Sensitivität des Detektors. Die Absorptionsänderun-
gen in  der Probe,  die  infolge der Veränderungen der Probe entstehen (z.B. 
Konformationsänderungen eines Proteins) sind so gering, dass sie im Einkanal-
spektrum nicht sichtbar sind. Daher bedient man sich im Falle des Rhodopsins 
der Differenzbildung und betrachtet entsprechende Übergangsspektren. Dabei 
wird das Einkanalspektrum des dunkeladaptierten Zustands vom Einkanalspek-
trum des belichteten Zustands subtrahiert. Diese Spektren enthalten Informatio-
nen über wegfallende Schwingungen des dunkeladaptierten Zustands (negative 
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Banden,  im Text  verdeutlicht  durch ein  hochgestelltes Minuszeichen vor  der 
Wellenzahl, z.B. -1238 cm-1) und neu entstandene Schwingungen des belichte-
ten Zustands (positive Banden, hochgestelltes Pluszeichen, z.B. +1745 cm-1).
Um mutationsbedingte Einflüsse auf den Aktivierungsmechanismus besser 
analysieren zu können, werden sogenannte Doppeldifferenzspektren (im weite-
ren  Verlauf  ddSpektren)  errechnet.  Dabei  werden  die  Differenzspektren  der 
Mutante und der Referenz (zumeist Wildtyp) bei gleichen Bedingungen (Tem-
peratur  und  pH-Wert)  aufeinander  normiert  (siehe  Abschnitt  2.2.6)  und  das 
Spektrum der Referenz vom Spektrum der Mutante abgezogen. Die sich dar-
aus ergebenden Abweichungen (ddBanden) reflektieren mutationsbedingte Ein-
flüsse auf das jeweilige Intermediat.
2.2.6 Normierung der Spektren
Eine große Herausforderung bei der Datenanalyse und -interpretation stellt 
die Normierung der Spektren für den direkten Vergleich mit den Basisspektren 
dar. Mit dem Ziel, die spektralen Unterschiede und Einflüsse der inkorporierten 
Aminosäure möglichst gut sichtbar zu machen, werden stets unterschiedliche 
Bereiche für die Normierung ausgewählt. Das oberste Gebot dabei ist, dass für 
die Bildung der Doppeldifferenz (d.h. der Normierung der Spektren aufeinan-
der) solche Bereiche ausgesucht werden, von denen man sicher sagen kann, 
dass die strukturelle Änderung durch die Mutation unbeeinflusst ist. Hierfür wird 
in den meisten Fällen die fingerprint-Bande des Retinals bei -1238 cm-1 verwen-
det.
Die Normierung kann sich durchaus schwierig gestalten,  vor  allem, wenn 
Mutationen an bestimmten funktionellen Stellen im Protein eingefügt werden, 
die unmittelbar nach der Isomerisierungsreaktion Veränderungen unterliegen. 
Denn einerseits bilden sich eben diese funktionellen Stellen spektral ab, ande-
rerseits können sie einen Einfluss auf die gesamte Aktivierungskaskade und 
den Dunkelzustand ausüben. Ein Paradebeispiel für eine solche Region ist die 
Bindungstasche. So entsteht beispielsweise bei der Belichtung der Y191F-Mu-
tante durch die Rückisomerisierung des all-trans-Retinals zu 9-cis-Retinal ein 
größerer Anteil  an Isorhodopsin  [144],  die Normierung der Spektren für den 





Auf den Anteilen der Meta II-Spezies, die unter standardmäßigen Meta I-fa-
vorisierenden Bedingungen (pH8, 0°C) entstehen, beruht die Anwendung des 
sogenannten Extra-Meta II-Assays  [145]. Hierbei wird die Probe unter Meta I-
Bedingungen  mit  dem  hochaffinen  C-terminalen  Peptid  CTα  (Gtα  (340-350) 
K341L;  NH2-ILENLKDCGLF-COOH) aus  der  α-Untereinheit  des  Transducins 
(Gtα) versetzt. Das Peptid bindet an die aktive Spezies und entzieht diese aus 
dem Gleichgewicht, wobei ständig Meta II-Spezies aus dem Meta I-Pool nach-
gebildet wird, um das Gleichgewicht aufrecht zu erhalten. Auf diese Weise wird 
die  Meta I-Spezies entvölkert  und dementsprechend bei  denjenigen Mutatio-
nen, bei denen das Gleichgewicht zu stark auf die Seite des Meta I-Intermedi-
ats verlagert ist, keine peptidinduzierte Bildung der Meta II-Spezies beobachtet.
2.2.8 Andere Hilfsmittel
Verwendete Programmumgebung. Die Datenaufnahme und Steuerung des 
FTIR-Spektrometers erfolgte mit dem Programm  Opus (Bruker Optic GmbH). 
Die anschließende Verarbeitung der Daten, wie Grundlinienkorrekturen, Singu-
laritätswertezerlegung (svd-Analyse), Anpassungen an Basisspektren und die 
Berechnung  der  Doppeldifferenzen  wurden  mit  Hilfe  einer  von  Dr.  Matthias 
Elgeti programmierten Routine für das Programm  MatLab [146] durchgeführt. 
Unter der svd-Analyse versteht man eine mathematische Extraktion der unab-
hängigen Komponenten mit den dazugehörigen Kinetiken [130]. Zur grafischen 
Darstellung  der  Kristallstrukturen  sowie  zur  Kalkulation  der  Bindungslängen 
wurde das Programm PyMOL verwendet [147]. Die Berechnungen der Interak-
tionen  kurzer  Proteinabschnitte  erfolgten  mit  dem  Programm  LigPlot+ [148] 
[149]. Web-basierte Programme wie Marvin [150] und WebLogo [151] wurden 
für die Darstellung der chemischen Formeln bzw. Wahrscheinlichkeitsanalysen 
des Vorkommens einer  Aminosäure  bei  der  Alinierung mehrerer  Sequenzen 
benutzt. Die Alinierung der Aminosäuresequenzen erfolgte mit dem Programm 
JalView [152], zur Nachbearbeitung der Grafiken wurde das Programm  Inks-
cape [153] verwendet. Die Verwaltung der Literaturdatenbank erfolgte schließ-
lich mit dem Programm Mendeley Desktop [154].
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3.1 Methionin-Cluster
Die Untersuchungen der Methionin-Mutanten beschränken sich auf die letz-
ten beiden Intermediate der Aktivierungskaskade Meta I und Meta II. Messun-
gen früher Intermediate wurden ausgelassen, da die betrachteten Seitenketten 
sehr weit von der Bindungstasche entfernt liegen (siehe Abschnitt 1.5.7). Somit 
kann ein Einfluss der Mutationen auf die Intermediate Batho und Lumi weitge-
hend ausgeschlossen werden.
Insgesamt wurden für dieses Projekt fünf verschiedene Mutationen herge-
stellt und untersucht. An den Positionen 253 und 309 wurde Methionin durch 
Alanin substituiert (M253A und M309A). Dadurch wurde die Hydrophobizität der 
Seitenkette beibehalten, das beanspruchte Volumen jedoch deutlich verringert 
und damit direkt verbundene mögliche Interaktionen mit der Umgebung unter-
bunden. Aufgrund der bekannten Funktion der TM6 bereits bei der Entstehung 
des Meta I, galt es, die strukturelle Integrität der Helix möglichst unversehrt zu 
lassen [97, 114]. Daher wurde der Schwerpunkt dieser Untersuchungen auf die 
Übergangsregion zwischen TM7 und Helix 8 gelegt, genauer gesagt, auf das 
Methionin 309. Hierfür wurden zwei um eine Aminosäure verkürzte Versionen 
des Rhodopsins hergestellt, nämlich das Δ309 und Δ308/M309A (Δ steht für die 
Deletion einer Aminosäure). Für die Position 257 wurde eine andere Substitu-
tion gewählt. Es wurde, allerdings mit anderen Methoden, gezeigt, dass Muta-
tionen an der Postion 257 eine konstitutiv aktive Form des Opsins hervorrufen 
[101]. Die Untersuchung der M257C-Mutante dient einerseits der Verifikation 
der publizierten Resultate mithilfe der FTIR-Spektroskopie, andererseits kann 
die reaktive SH-Gruppe des Cysteins zum Anbringen eines Markers und dem-
zufolge  für  Abstandsmessungen,  d.h.  Studien,  bei  denen  die  Mobilität  der 





Mutantenspektren eine verminderte Intensität auf, was auf eine vorangeschrit-
tene Relaxation des Retinals hindeutet. Des Weiteren ist die normalerweise bei  
+1538 cm-1 vorzufindende Meta I-Markerbande zu  +1534 cm-1 verschoben. Bei 
einer reinen Meta II-Spezies würde diese Bande ein Maximum bei  +1532 cm-1 
besitzen. Darüber hinaus zeigen die Banden in den Carboxyl- und Amid-I-Berei-
chen  der  ddSpektren  unmissverständlich,  dass  es  sich  bei  allen  drei  hier 
betrachten Spektren um Mischspezies handelt, was an der positiven  ddBande 
bei  +1745 cm-1 sowie  den  intensiven  ddBanden  bei  -1662  und  +1644 cm-1 zu 
sehen ist.
Um eine mögliche Verschiebung des Meta I / Meta II-Gleichgewichts in Rich-
tung der aktiven Spezies zu untersuchen, wurden die jeweiligen Spektren an 
die Linearkombination aus Meta I- und Meta II-Basisspektren angepasst. Mittels 
dieser Kalkulation lässt sich der Anteil  des jeweiligen Intermediats im Misch-
spektrum  bestimmen.  Diese  Berechnungen  ergaben  bei  Δ308/M309A-  und 
M253A-Mutanten ca. 80% Meta II-Spezies unter Meta I-favorisierenden Bedin-
gungen und damit eine deutliche Verschiebung des Gleichgewichts. Das Spek-
trum der M257C-Mutante ist zu 90% in Richtung der aktiven Spezies verlagert. 
Die Substitution des Methionins mit Cystein an Position 257 ist bereits dafür 
bekannt eine konstitutiv aktive Form des Opsins zu erzeugen [101]. Daher ist 
die vorliegende Messung (Abbildung 3.2c) eine Verifizierung der Ergebnisse mit 
Hilfe der FTIR-Spektroskopie und dient dazu, das Gesamtbild zu vervollständi-
gen.
Die besagten Verschiebungen des Gleichgewichts in Richtung der aktiven 
Spezies stellen im Prinzip den wichtigsten Befund bei den Untersuchungen der 
Funktion des Methionin-Clusters dar.
3.1.2 Metarhodopsin II
M309A- und M253A-Mutanten. Abbildung 3.3 zeigt die Übergangsspektren 
vom Grundzustand nach Meta IIbH+ (0°C, pH5) der M309A- und M253A-Mutan-
ten.  Diese  beiden  Substitutionen  zeigen  die  geringste  Beeinflussung dieses 
Überganges, was sich in wenigen und relativ schwach ausgeprägten ddBanden 
äußert. Die Divergenzen betreffen die Bereiche der Amid-I- und Amid-II-Schwin-
gungen.  Zudem  lässt  sich  bei  beiden  ddSpektren  auch  eine  kleine  positive 





Die  Untersuchungen  des  Methionin-Clusters  beinhalteten  neben  den  hier 
vorgestellten Experimenten noch weitere, z.B. solche unter Bedingungen, die 
die Bildung der reinen aktiven Spezies Meta IIbH+ (pH5, 30°C) oder der Mischs-
pezies aus allen Meta I- und Meta II-Intermediaten (pH8, 30°C) favorisieren. Da 
die  inkorporierten Mutationen jedoch nahezu keinen Einfluss auf  die Entste-
hung der G-Protein-bindenden Spezies haben, wird die Darstellung im Rahmen 
dieser Arbeit ausgelassen.
3.1.3 Fazit
Die  Spektren  unter  Meta I-stabilisierenden  Bedingungen  können  in  zwei 
Gruppen unterteilt werden: Während Δ309 und M309A keine signifikante Beein-
flussung  des  Übergangs  nach  Meta I  aufweisen,  zeigen  die  drei  restlichen 
Mutationen (Δ308/M309A, M253A und M257C) eine starke Verschiebung des 
Gleichgewichts in Richtung der aktiven Spezies. Diese Verschiebung spiegelt 
sich in allen spektralen Bereichen wieder, wobei die Doppeldifferenzen unter-
einander  nahezu  deckungsgleich  sind,  was  für  eine  annähernd  gleichartige 
Beeinflussung des Aktivierungsmechanismus des Rhodopsins durch alle hier 
zusammengefassten Mutationen spricht. Die Bildung von Meta IIbH+ ist hinge-
gen nur geringfügig (M309A, M253A) bis mittelmäßig (Δ309A, Δ308/M309A und 
M257C) beeinflusst, wobei im letzten Fall die aktive Spezies selbst betroffen ist.
3.2 Tyrosine
Alle hier vorgestellten Tyrosinmutationen liegen entweder in der Bindungsta-
sche  oder  in  deren  unmittelbaren  Umgebung  (siehe  Abbildungen  1.10 und 
1.11). Daher werden Einflüsse auf den Aktivierungsmechanismus auch bei den 
frühen Intermediaten erwartet und beobachtet. Die Rolle und Funktionsweise 
von Tyrosinseitenketten kann am besten und mit der geringsten Störung der 
Proteinstruktur untersucht werden, wenn Tyrosin mit Phenylalanin substituiert 
wird  [7, 76, 77].  Einerseits  bleiben  dabei  stabilisierende  und  abschirmende 
Eigenschaften (hydrophobe Wechselwirkungen,  π-stacking) erhalten, anderer-
seits ist der Platzbedarf sehr ähnlich, sodass die umliegenden Seitenketten in 




Im ersten stabilisierbaren Intermediat nach der Belichtung (Batho-Zustand) 
werden ausschließlich Interaktionen vom Chromophor mit der Bindungstasche 
sowie  die  Schwingungsmodi  des  Chromophors  selbst  abgebildet.  Größere 
Bewegungen der Sekundärstrukturelemente sind aufgrund der tiefen Tempera-
tur nicht zu erwarten.
Alle Tyrosin-Mutanten zeigen über den gesamten fingerprint-Bereich typische 
Banden für den Grundzustand → Batho-Übergang [144]. Die Unterschiede wer-
den im weiteren Verlauf einzeln besprochen.
Y191F-Mutante. Die  Tyrosinsubstitution  an  Position  191  zeigt  die  ersten 
Abweichungen vom wtSpektrum in den Amid-I- und Amid-II-Bereichen, reflektiert 
durch  die  Banden  bei  -1659/+1650/+1642 cm-1 und  +1556/-1541/+1531/ 
-1522 cm-1 (Abbildung 3.5a). Zur besseren Übersicht ist die Bandendifferenz bei 
-1522 cm-1 dreifach gestreckt dargestellt. Dies deckt zusätzliche Details auf, die 
in der Gesamtdarstellung schwer aufzulösen sind. Während sich im wtSpektrum 
bei  +1515 cm-1 lediglich eine Flanke befindet, zeichnet sich das Spektrum der 
Mutante durch eine kleine positive Bande aus. Im Bereich um 1437 cm-1 befin-
den sich kleine Intensitätsunterschiede.
Die zweite Region mit merklichen Unterschieden liegt im Bereich des Chro-
mophors.  Es  sind  mehrere  scharfe  Banden  bei  +1251/-1238/+1208 cm-1 zu 
sehen, wobei der Fokus auf der Bande bei  +1251 cm-1 liegt. Diese wird durch 
die  Tyrosinseitenketten  hervorgerufen  [134].  Die  Banden  bei  -1238  und 
+1208 cm-1 sowie bei +1556 cm-1 lassen sich auf einen hohen Anteil an Isorho-
dopsin zurückführen [144] (siehe Abschnitt  2.2.6). Die Verdrillung des Retinals 
nach der Isomerisierung wird durch die HOOP-Region abgebildet. Die negative 
Bande bei -966 cm-1 ist deutlich größer als beim WT. Auffallend ist auch die Ver-
schiebung der  positiven  HOOP-Bande,  was  durch  die  ddBanden  bei 
+925/-920 cm-1 genauer dargestellt wird. Die Mutante scheint bereits auf die Ent-
stehung des ersten Intermediats einen großen Einfluss auszuüben. Daher sind 
Differenzen in den Intensitäten nur sehr vorsichtig als solche zu behandeln und 
die einzig plausiblen Unterschiede, die ausgewertet und diskutiert werden kön-





Y206F-Mutante. Im Gegensatz zu den beiden zuvor vorgestellten Spektren 
zeigt das Batho-Spektrum der Y206F-Mutante (Abbildung 3.5c) kaum sichtbare 
Unterschiede  zum  wtSpektrum.  Die  dargestellten  Spektren  sind  über  den 
gesamten Bereich nahezu deckungsgleich. Es wird lediglich eine etwas gerin-
gere Intensität bei  -1538 cm-1 im Amid-II-Bereich festgestellt, welche nicht als 
mutationsbedingter Unterschied gedeutet werden kann. Dies ist ein Indiz dafür, 
dass die Region, die diese Mutation beherbergt, nämlich das TM3-TM5-Netz-
werk, zu diesem Zeitpunkt der Aktivierungskaskade noch keine Rolle spielt.
3.2.2 Lumirhodopsin
Y191F-Mutante. Die  Analyse  des  Dunkelzustand  → Lumi-Übergangs  der 
Y191F-Mutante, dargestellt in Abbildung 3.7a, gestaltet sich deutlich komplizier-
ter.  Neben  den  im  Batho-Spektrum  bereits  beschriebenen  Bereichen  tritt 
zusätzlich eine  ddBande bei  +1738 cm-1 im Bereich der Carboxylschwingungen 
auf. Wie im ddSpektrum ersichtlich, sind die übrigen Unterschiede deutlich grö-
ßer und signifikanter geworden. Das Areal der Amid-II-Schwingungen ist dabei 
am stärksten betroffen. Die zahlreichen Positions- und Intensitätsunterschiede 
zwischen  1600-1500 cm-1 werden  durch  ddBanden  bei  +1558 cm-1 und 
-1540 cm-1 dargestellt. Die breite Bande bei +1558 cm-1 ist dabei das auffälligste 
Merkmal des ddSpektrums und fällt genau in den Bereich (1556-1560 cm-1) der 
asymmetrischen Streckschwingungen der deprotonierten Carboxylgruppe einer 
Glutaminsäure  [134].  Den Tyrosinschwingungen werden die positive  ddBande 
bei  +1246 cm-1 und die negative Bande  -1254 cm-1 zugeordnet  [134, 135]. Die 
zahlreichen Banden im Amid-I-Bereich sind aus den bereits erwähnten Grün-
den deutlich schwerer zugänglich. Die ddBanden bei +1633 und -1221 cm-1 kön-
nen derselben Seitenkette zugehörig sein und demnach korrespondieren. Im 
Bereich dieser Wellenzahlen befinden sich Histidin-Schwingungen [134]. Auffäl-
lig ist zudem, dass die positiven Banden in der HOOP-Region sehr schwach 
ausgeprägt sind, was die negative ddBande bei -947 cm-1 hervorruft.
Y192F-Mutante. Der Einfluss der fehlenden OH-Gruppe an Position 192 auf 
das Lumi-Intermediat bzw. den Übergang vom Dunkelzustand des Rezeptors in 
den  Lumi-Zustand  wird  in  Abbildung  3.7b  dargestellt.  Das  Spektrum  der 
Mutante  weist  alle  Eigenschaften  des  Lumi-Intermediats  auf.  Es  existieren 





Die beobachteten Unterschiede bedeuten daher, dass sich das Fehlen der 
Hydroxylgruppe  am  Aromaten  192  insgesamt  auf  das  sich  um  das  Retinal 
herum befindende Wasserstoffbrückennetzwerk auswirkt und dieses Netzwerk 
sowohl im Grundzustand als auch beim Übergang in das jeweilige Intermediat 
moduliert.
Y206F-Mutante. Das Spektrum des Übergangs zum Lumi-Intermediat  der 
Y206F-Mutante  weist  nur  wenige  Unterschiede  zum Wildtyp  auf  (Abbildung
3.7c).  Die  beobachteten  Differenzen  sind  relativ  schwach  ausgeprägt.  Inter-
essant ist jedoch, dass sich hier die ersten Einflüsse der Substitution des Tyros-
ins durch das Phenylalanin an Position 206 abzeichnen, während das Batho-
Spektrum dieser Mutante keine Unterschiede zum wtSpektrum gezeigt hat. Ein 
besonderes Augenmerk wird auf  den Bereich zwischen 1800 und 1658 cm-1 
gelegt, der in Abbildung 3.7d zur besseren Übersicht vergrößert dargestellt ist. 
Die aus mehreren Einzelkomponenten bestehende  wtBande hat ihr Maximum 
bei  +1686 cm-1. Im Spektrum der Mutante fehlt mindestens eine Komponente, 
was zur Folge hat, dass zwei Maxima bei +1691 und +1685 cm-1 entstehen und 
im  ddSpektrum die  dazugehörigen  ddBanden  bei  +1693/-1687 cm-1 beobachtet 
werden  können.  Außerdem  zeigt  das  wtSpektrum  eine  zusätzliche  positive 
Bande im Bereich der Carboxylschwingungen bei  +1714 cm-1. Die Banden bei 
+1672 und -1664 cm-1 sind intensiver als die entsprechenden Banden im wtSpek-
trum.
3.2.3 Metarhodopsin I
Im Meta I lassen sich zahlreiche Abweichungen zwischen den Übergangs-
spektren der Y192F- und Y206F-Mutante und dem Wildtyp-Spektrum über den 
gesamten spektralen Bereich beobachten. Erwartungsgemäß sind diese Diffe-
renzen in den Amid-I- und Amid-II-Bereichen am größten, aber auch die finger-
print- und die HOOP-Region des Retinals weisen eindeutige Verschiebungen 
bzw. Intensitätsänderungen der Differenzbanden auf. Die ddSpektren (vgl. Abbil-
dung 3.9) haben neben vielen Gemeinsamkeiten auch einige qualitative Unter-
schiede, die im Einzelnen beschrieben werden sollen.
Y191F-Mutante. Die Substitution des Tyrosins an Position 191 mit Phenyl-
alanin verlagert das Meta I / Meta II-Gleichgewicht auf die Seite des Meta I-In-
termediats. Um jeglichen residualen Einfluss von Meta II auszuschließen (4-5% 
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Meta II bei pH8, 0°C [156]) wird das Spektrum der Y191F-Mutante mit dem ent-
sprechendem wtSpektrum bei 253K (<1% Meta II) verglichen. Diese residualen 
Meta II-Anteile wirken sich insbesondere auf die Ausprägung der Banden im 
Amid-I-Bereich aus und mindern z.B. die Intensität der Meta I-Markerbande bei 
+1661 cm-1.  Auf  diesen  geringen  Anteilen  beruht  die  Anwendung  des  Extra-
Meta II-Assays (siehe Abschnitt 2.2.7). Bemerkenswert ist jedoch, dass bei der 
vorliegenden  Mutante  diese  Methode  fehlschlägt  und  kein  peptidinduziertes 
Meta II gebildet wird (Daten nicht gezeigt).
Es  lassen  sich  hier  einige  Verschiebungen  der  Bandenlagen  beobachten 
(Abbildung 3.9a). Diese Einflüsse rufen die zahlreichen alternierenden Banden 
zwischen 1694 und 1614 cm-1 im ddSpektrum hervor. Das prominenteste Merk-
mal der Doppeldifferenz ist aber die positive Bande bei +1537 cm-1, die auf die 
deutlich intensivere Bande bei  +1538 cm-1 im Übergangsspektrum der Mutante 
zurückzuführen ist. Im weiteren Verlauf, zu niedrigeren Wellenzahlen hin, befin-
den  sich  weitere  nennenswerte  Unterschiede  im  fingerprint-Bereich  des 
Retinals und der Region, die gegenüber den Streckschwingungen der Tyrosin-
seitenketten sensitiv ist (1270-1235 cm-1) [134]. Hier ist insbesondere die nega-
tive  ddBande bei  -1253 cm-1 hervorzuheben.  Diese beruht  auf  der  geringeren 
Intensität  und  der  Verschiebung  der  entsprechenden  Bande  im  Übergangs-
spektrum der Mutante.
Y192F-Mutante. Die Unterschiede zum wtSpektrum, die bereits bei den bei-
den zuvor betrachteten Intermediaten dieser Mutante beobachtet worden sind, 
sind bei der letzten inaktiven Spezies sehr stark ausgeprägt (Abbildung 3.9b). 
Im Bereich  der  Carboxylschwingungen wird  eine  breite  positive  ddBande  bei 
+1746 cm-1 festgestellt. Der Amid-I-Bereich ist besonders bemerkenswert: Einer-
seits fehlen im Spektrum der Mutante die negative Bande bei  -1655 cm-1 und 
die positive Bande bei +1634 cm-1, andererseits gibt es dafür einige Schwingun-
gen, die sich im wtSpektrum hingegen nicht beobachten lassen. Es handelt sich 
um die stärker ausgeprägte negative Bande bei -1672 cm-1, die Meta I-Marker-
bande bei  +1661 cm-1, sowie eine zusätzliche Schwingung bei  +1617 cm-1.  Im 
Einklang mit den beschriebenen Differenzen stehen auch die Abweichungen im 
Amid-II-Bereich. Hier befinden sich zwischen 1600 und 1500 cm-1 zahlreiche 
Banden, die im Spektrum der Mutante deutlich intensiver sind als im  wtSpek-




ren überlagerten Schwingungen entspricht zwar dem des wtSpektrums, ist hier 
aber  insgesamt  weniger  intensiv,  was  letztendlich  eine  breite  ddBande  bei 
-1697 cm-1 im ddSpektrum hervorruft. Des Weiteren existieren im Amid-I-Bereich 
einige Intensitäts-  und Positionsunterschiede,  die  durch  ddBanden bei  +1666, 
-1649 und  -1634 cm-1 im  ddSpektrum demonstriert  werden. Am stärksten wird 
aber der Amid-II-Bereich beeinflusst. Hier werden dementsprechend auch die 
größten Banden im  ddSpektrum beobachtet. Einige Banden werden im Spek-
trum der Mutante vermisst, was durch ddBanden bei +1557 cm-1 und -1538 cm-1 
abgebildet wird. Der Bereich zwischen 1530 und 1500 cm-1 ist intensiver als im 
wtSpektrum und wird durch die ddBande bei  -1519 cm-1 repräsentiert. Es lassen 
sich  zudem geringfügige  Abweichungen in  retinalabhängigen Bereichen  (um 
1224 cm-1 und in der HOOP-Region) feststellen.
3.2.4 Metarhodopsin II
Y191F-Mutante.  Die größten Einflüsse  durch  die  Y191F-Mutation  werden 
unter Meta II-Bedingungen sichtbar. Bei 0°C und hoher Protonenkonzentratio-
nen (pH5) bildet sich die aktive Spezies des Rhodopsins Meta IIbH+ [156]. Die 
Substitution  des  Tyrosins  mit  Phenylalanin  verschiebt  das  Meta I / Meta II-
Gleichgewicht unter diesen Bedingungen komplett auf die Seite des Meta I-In-
termediates. Aus diesem Grund ist eine Gegenüberstellung mit dem wtBasispek-
trum unter Meta II-favorisierenden Bedingungen nicht sinnvoll. Vielmehr sollen 
zum einen die beiden Spektren dieser Mutante bei verschiedenen pH-Werten 
(pH5 und pH8) miteinander verglichen werden (Abbildung 3.10a), um die Ein-
flüsse  der  hohen  Protonenkonzentrationen  zu  demonstrieren,  zum  anderen 
aber soll der Einfluss der Temperatur studiert werden. Dafür werden die Spe-
zies bei verschiedenen Temperaturen (0°C und 30°C), aber gleicher Protonen-
konzentration (pH8) miteinander verglichen (Abbildung 3.10b). Für beide Ver-
gleiche gilt, dass die offensichtlichsten Differenzen in den Amid-I- und Amid-II-
Bereichen  festgestellt  werden  können.  Hierzu  gehören  beispielsweise  die 
ddBanden bei +1687, -1664, +1646 und -1616 cm-1. Die Regionen, die die retinal-
abhängigen Änderungen und den Protonierungsstatus  der  Schiffschen Base 
abbilden (HOOP und  fingerprint),  bleiben größtenteils  nicht  betroffen,  weder 
vom niedrigeren pH-Wert,  noch von der  höheren Temperatur.  Des Weiteren 





ddBanden im Amid-I-Bereich (-1673,  +1659 cm-1), vor allem aber im Amid-II-Be-
reich (+1551, -1535, -1519 cm-1) auszeichnet.
3.2.5 Doppelmutante Y191F/Y223F
Als wichtigstes Resultat  der eigenen Studie an Tyr223-Mutanten kann die 
Einwirkung der OH-Gruppe des Tyr223 auf das Meta I / Meta II-Gleichgewicht 
angesehen werden  [7]. Die zuvor beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die 
Y191F-Mutante dieses Gleichgewicht ebenfalls in Richtung der inaktiven Spe-
zies verlagert. Nun sollte überprüft werden, ob die Einflüsse, die die Einzelmu-
tanten auf das Gleichgewicht haben, sich additiv verhalten und sich somit eine 
stabile Meta I-Spezies kreieren lässt. Einerseits kann eine ausführliche Studie 
solcher Mutationen, die derartig starke Einflüsse auf den Aktivierungsmechanis-
mus ausüben, neue Einsichten in die molekular-mechanischen Abläufe einbrin-
gen, die mit der Entstehung der aktiven Spezies verbunden sind. Andererseits  
jedoch kann eine stabile Meta I-Spezies dazu verwendet werden, um die Kris-
tallstruktur dieses Intermediats zu erarbeiten.
Ausgehend von der beschrieben Zielsetzung beschränkt sich diese Untersu-
chung auf die Analyse des pH- und temperaturabhängigen Gleichgewichts zwi-
schen  Meta I  und  Meta II.  Hierfür  wurde  die  Y191F/Y223F-Doppelmutante 
sowohl bei 0°C als auch bei 30°C gemessen.
Messungen bei 0°C. Das Spektrum der Doppelmutante (Abbildung 3.12a), 
aufgenommen  unter  Meta I-favorisierenden  Bedingungen,  hat  offensichtlich 
große Ähnlichkeit  mit  dem Meta I-Spektrum der  Y191F-Einzelmutante (siehe 
Abschnitt  3.2.3). Es lassen sich demzufolge die gleichen Abweichungen vom 
wtSpektrum vorfinden. Deswegen wird an dieser Stelle die detaillierte beschrei-
bende Darstellung der ddBanden ausgespart und auf das entsprechende Kapitel 
für die Y191F-Einzelmutante verwiesen (siehe Abschnitt 3.2.3). Um diese Aus-
sage zu bekräftigen wurde ein  ddSpektrum der Doppelmutante zur Y191F-Ein-
zelmutante errechnet (Abbildung 3.12b). Die Unterschiede sind marginal und 
spielen sich hauptsächlich im Amid-I-Bereich ab. Dabei könnte es sich natürlich 
um den Betrag der Y223F-Mutation handeln, da aber dieser Bereich extrem 
empfindlich gegenüber Proteinkonzentration, Wassergehalt der Probe und ähn-





Messungen  bei  30°C. Der  Einfluss  der  Temperatur  auf  die  Lage  des 
Meta I / Meta II-Gleichgewichts der Y191F/Y223F-Doppelmutante wird bei 30°C 
und pH8 untersucht. Wie bereits bei 0°C beobachtet, verlagert diese Mutante 
das Gleichgewicht  auf  die  Seite  des Meta I-Intermediats.  Daher  erfolgt  eine 
Anpassung des aufgenommen Spektrum der Mutante an die Linearkombination 
aus Meta I-  und Meta II-Basisspektren  über  gesamten gemessenen Bereich. 
Diese ergibt, dass im Spektrum der Mutante 50% Meta I und 50% Meta IIbH+ 
enthalten sind (Abbildung 3.13a). Gleichermaßen durchgeführte Kalkulation für 
den  Wildtyp  ergibt  dagegen  nur  12%  Meta I  und  dementsprechend  88% 
Meta IIbH+. Dies zeigt eine eindeutige Beeinflussung des Gleichgewichts durch 
die inkorporierten Mutationen. Um den additiven Beitrag der Y223F herauszu-
finden  wurde  die  besagte  Kalkulation  auch  mit  dementsprechen  Spektrum 
(30°C, pH8) der Y191F-Einzelmutante durchgeführt (Abbildung 3.13b). Mit 24% 
Meta I und 76% Meta IIbH+ zeigt diese Mutante eine deutlich schwächer ausge-
prägte Verschiebung des Meta I / Meta II-Gleichgewichts zur Seite des Meta I-
Intermediats als die Y191F/Y223F-Doppelmutante.
3.2.6 Fazit
Die Y191F-Mutante wirkt sich sehr stark auf das Meta I / Meta II-Gleichge-
wicht aus, indem es dieses auf die Seite des Meta I verlagert. Dieser Effekt wird 
zusammen mit der Y223F-Mutation weiter verstärkt. Die Y206F-Mutante bewirkt 
ebenfalls  eine  Verschiebung  des  Meta I / Meta II-Gleichgewichts.  Diese  ist 
jedoch deutlich schwächer und hat auch andere mechanistische Ursachen. Die 
Y191F- und Y192F-Mutanten beeinflussen sowohl alle Intermediate der Aktivie-
rung als auch den Grundzustand des Rezeptors.
3.3 Humanes Rhodopsin
In  den  folgenden  Abschnitten  werden  die  Ergebnisse  zum  exprimierten 
humanen Rhodopsin dargestellt. Da die überwiegende Zahl der bisher veröf-
fentlichten spektroskopischen Studien anhand von bovinem Rhodopsin durch-
geführt wurde, werden diese Daten als Referenz herangezogen.
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3.3  HUMANES RHODOPSIN
und lässt  sich deshalb dem Grundzustand zuordnen.  Sie beruht  letztendlich 
aufgrund der veränderten Umgebung der SB auf der spektralen Verschiebung 
der  fingerprint-Bande  von  -1238 cm-1 (bovine)  zu  -1237 cm-1 (human).  Die 
HOOP-Region,  also der  Bereich um 900 cm-1 als  Abbild  der  Verdrillung des 
Retinals,  ist  ebenfalls  in  seiner  Intensität  und  Bandenlage  betroffen.  Diese 
Unterschiede werden durch die ddBanden bei -923 und +917 cm-1 visualisiert.
3.3.2 Lumirhodopsin
Lumi wird üblicherweise  bei  173K stabilisiert  und zeichnet  sich durch ein 
dem Grundzustand sehr ähnliches Absorptionsmaximum im visuellen Bereich 
bei 500 nm aus. Das Übergangsspektrum des humanen Rhodopsins weist ver-
gleichbare Bandenlagen und -intensitäten auf (Abbildung 3.14b). Das  ddSpek-
trum deckt allerdings deutlich größere Abweichungen zwischen den Übergangs-
spektren der beiden Rhodopsine auf, als dies noch beim Batho-Intermediat der 
Fall gewesen ist. Der Amid-I-Bereich des humanen Lumi ist insgesamt weniger 
intensiv und es treten zahlreiche Verschiebungen der Bandenlagen auf, was 
letztendlich in sehr vielen und stark ausgeprägten ddBanden im ddSpektrum bei 
-1686, +1655 und -1634 cm-1 resultiert. Der Amid-II-Bereich ist weniger betroffen, 
hier ist aber die Bande bei +1556 cm-1 hervorzuheben, die im Falle des huma-
nen Rhodopsins deutlich intensiver ist. Zwecks besserer Übersichtlichkeit sind 
die Amid-I- und Amid-II-Bereiche (zwischen 1700 und 1500 cm-1) in  Abbildung
3.14b gestreckt dargestellt worden.
Alle anderen spektralen Bereiche, mit Ausnahme der  fingerprint-Bande bei 
+1240 cm-1,  sind  weitestgehend  nicht  betroffen  und  zeigen  daher  eine  sehr 
große  Übereinstimmung  beider  Spektren,  was  durch  eine  flache  Linie  im 
ddSpektrum verdeutlicht wird.
3.3.3 Spektren bei -40°C
Um den Übergang zum Meta I-Intermediat genauer untersuchen zu können, 
wurde  ein  weiteres  Experiment  bei  -40°C durchgeführt.  Hierbei  zeigen  sich 
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Proteinen, die in Abbildung 3.15 
am Beispiel des bovinen Rhodopsins ersichtlich werden. Während der humane 





betreffende Bande fehlt komplett im Meta I-Spektrum des humanem Rhodops-
ins,  stattdessen  lassen  sich  aber  zwei  zusätzliche  Banden  bei  +1648  und 
+1638 cm-1 beobachten. Die letzten beiden Banden sind jedoch auch typisch für 
den Übergang zu Meta II. Die Banden im fingerprint-Bereich des Retinals sind 
ebenfalls in deutlich höherem Maße als bei den Vorgängerintermediaten betrof-
fen. So lassen sich hier neben den vielen kleinen Differenzen auch klar ausge-
prägte  ddBanden bei  -1275,  -1235,  und  -1186 cm-1 erkennen.  Abgesehen von 
den beschriebenen Banden kann man weiterhin feststellen dass im gesamten 
gemessenen Bereich nahezu keine Bande existiert, die nicht in ihrer Position 
und/oder Intensität betroffen wäre.
Um die unter Meta I-Bedingungen beobachten Unterschiede genauer analy-
sieren zu können, wurden zwei weitere Strategien angewendet. Dies ist zum 
einen die Deuterierung der humanen Probe, wobei sich durch den Austausch 
von H2O gegen  2H2O (D2O, Deuteriumoxid) u.a.  die durch Carbonsäurereste 
hervorgerufenen Banden von den Vibrationen der nicht protonierbaren Seiten-
ketten bzw. Schwingungen der Lipidumgebung des Rhodopsins unterscheiden 
lassen. Zum anderen wurden human-bovine-Chimären erzeugt (siehe Abschnitt 
3.3.5).
Messungen in  2H2O. Die Darstellung der überlagerten Spektren unter den 
Meta I-favorisierenden Bedingungen (pD8, 0°C) ist  in  Abbildung 3.16b gege-
ben. Hier werden ebenfalls wie bei den H2O-Meta I-Spektren der beiden Prote-
ine  große  Abweichungen  zwischen  den  Meta I-Intermediaten  festgestellt. 
Neben der großen Anzahl der Bandenpositionen, die durch den Austausch von 
H2O gegen 2H2O betroffen sind, gibt es auch unbeeinflusste Bandenlagen (z.B. 
ddBanden bei +1745, -1692, -1663, +1648 und +1638 cm-1). Von den Verschiebun-
gen der Bandenlagen ist  beispielsweise der  fingerprint-Bereich des Chromo-
phors sehr stark beeinflusst. Es lässt sich aber auch eine zusätzliche Schwin-
gung feststellen, die zwar bei beiden Proteinen vorkommt, sich aber in Intensi-
tät und Position unterscheidet, was zu den ddBanden bei -1627 und +1621 cm-1 
im ddSpektrum führt.
Mithilfe der deuterierten Proben soll jedoch hauptsächlich die Ursache der 
positiven ddBande bei +1745 cm-1, die in Abbildung 3.16a beobachtet worden ist, 
geklärt werden. Diese kann entweder durch das TM3-TM5-Netzwerk, also der 
Kopplung von Glu122 und His211 oder der Lipidumgebung hervorgerufen wer-
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den. Aus Abbildung 3.16b lässt sich ableiten, dass diese Bande in ihrer Position 
vom  H/D-Austausch  unbeeinflusst  wird.  Daher  kann  diese  Schwingung  nur 
durch Lipidester hervorgerufen werden [157].
3.3.5 Human-bovine-Chimären, Metarhodopsin I
Ausgehend von der Gegenüberstellung der Sequenzen beider Rhodopsine, 
sind zwei Bereiche größter Diskrepanz (siehe Abschnitt  1.6.1) identifiziert wor-
den. Diese Sequenzabschnitte aus dem bovinen Rhodopsin wurden einzeln in 
die humane Sequenz integriert. Die auf der Basis des humanen Rhodopsins 
hergestellten human-bovinen Chimären, wurden ebenfalls unter Bedingungen 
untersucht, bei denen sich verschiedene Meta II-Spezies stabilisieren lassen. In 
diese Auswertung sind aber nur jene Messungen (Meta I-Bedingungen) einge-
flossen, die eine Analyse der Signalwege unterstützen. Zuerst sind aber die 
Absorptionsmaxima der dunkeladaptierten Zustände bestimmt worden. Diese 
werden nachfolgend zusammengefasst.
Pigment Human WT Bovine WT SB-Chimäre TEC-Chimäre
λmax (nm) 494 498 497 492
SB-Chimäre. Der Austausch der SB-Umgebung (297SAAI300) mit der bovinen 
Sequenz (297TSAV300)  übt  vergleichsweise wenig Einfluss auf  die  Entstehung 
des Meta I-Intermediats aus (Abbildung 3.17a). Es existieren nur einige gering-
fügige  Abweichungen  in  den  Amid-I-  und  Amid-II-Bereichen.  Der  wichtigste 
Befund an dieser Stelle ist jedoch die scharfe positive Bande bei +1239 cm-1 im 
ddSpektrum. Diese Bande hat ihren Ursprung in der Verschiebung der gekoppel-
ten C-C-, C-N-H-Valenzschwingungen des Retinals von -1236 cm-1 im humanen 
Rhodopsin zu -1237 cm-1 in der Chimäre, also zurück zu der Frequenz, die für 
bovines Rhodopsin typisch ist.
TEC-Chimäre. Der Einbau der T5E2C-Region aus dem bovinen in den huma-
nen Rezeptor hat offensichtlich sehr starke Wirkung auf die Bildung der letzten 
inaktiven Spezies (Abbildung 3.17b).  Es sind große Abweichungen über den 
gesamten  spektralen  Bereich  feststellbar.  Ausgehend  von  den  zahlreichen 
ddBanden im Carboxyl- sowie den Amid-I- und Amid-II-Bereichen, kann insge-
samt postuliert werden, dass die strukturellen Änderungen, die diese Chimäre 
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dort  nahezu  bandenlosen  ddSpektrum  ableiten  lässt.  Der  Amid-I-Bereich  ist 
jedoch  durch  viele  ddBanden  gekennzeichnet,  wobei  die  markanteste  bei 
-1655 cm-1 liegt  (Abbildung  3.25a)  und  durch  die  deutlich  weniger  intensive 
Bande bei der entsprechenden Wellenzahl im ovinen Spektrum verursacht wird. 
Neben dieser Bande existieren zahlreiche weitere  ddBanden in dieser Region 
z.B. bei  +1676,  -1666,  -1650,  +1645,  -1637 und +1625 cm-1. Sonstige Divergen-
zen werden bei  -1563 und  +1190 cm-1 beobachtet.  Letztere ist  auch deutlich 
stärker im ddSpektrum präsent, welches aus der Differenzbildung des ovinen mit 
dem humanen Spektrum entsteht (Abbildung 3.25b). Dieses Spektrum zeichnet 
sich  außerdem  durch  zahlreiche  ddBanden  nicht  nur  im  fingerprint-Bereich 
(-1240, +1235, -1206 cm-1) und im HOOP-Bereich (-959 cm-1) des Chromophors 
aus, sondern auch in den Amid-I- und Amid-II-Bereichen (+1686, +1659, -1652, 
+1634, -1557 und +1538 cm-1).
3.4.3 Metarhodopsin I
Während die ersten beiden stabilisierbaren Photoprodukte des ovinen Rho-
dopsins sehr viel ähnlicher zu den Kryointermediaten des bovinen Rhodopsin 
sind, ändert sich dies beim Übergangsspektrum vom Grundzustand zu Meta I. 
Die Meta I-Übergangsspektren des bovinen und des ovinen Rhodopsins weisen 
große  Unterschiede  auf  (Abbildung  3.26a),  während  die  Meta I-Übergangs-
spektren des humanen und ovinen Rhodopsins einander sehr stark ähneln. Aus 
Abbildung  3.26b  wird  ersichtlich,  dass  das  ddSpektrum,  errechnet  aus  den 
Meta I-Spektren der beiden Paarhufer, sehr große Ähnlichkeit mit dem ddSpek-
trum aus humanem und bovinem Meta I  (Abbildung 3.16a) hat.  Demzufolge 
zeichnet sich das hier betrachtete  ddSpektrum durch zahlreiche und intensive 
Banden aus, die in ihrer Intensität mit den Banden der eigentlichen Übergangs-
spektren vergleichbar sind. Es lassen sich in nahezu allen spektralen Bereichen 
Unterschiede feststellen, wobei die meisten Bandenpositionen mit dem in Abbil-
dung 3.16a dargestellten  ddSpektrum übereinstimmen und in  Abschnitt  3.3.4 
ausführlich beschrieben worden sind. Erwähnenswert sind jedoch jene  ddBan-
den, die spezifische spektrale Eigenschaften des ovinen Meta I repräsentieren 
und weder im bovinen noch im humanen Meta I vorkommen. Hierzu können die 
positive ddBande bei +1770 cm-1 (+1667 cm-1 in Abbildung 3.26b) sowie die nega-
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schiede rufen die dominierenden Banden des ddSpektrums bei -1665, +1657 und 
+1638 cm-1 hervor.  Korrespondierend zu den Bandenlagen im Amid-I-Bereich 
sind auch Abweichungen im Amid-II-Bereich an den  ddBanden bei  -1561 und 
+1551 cm-1 feststellbar. Die negative Bande des bovinen Asp83 bei  -1768 cm-1 
befindet sich beim ovinen Rhodopsin bei  -1767 cm-1 und verursacht daher die 
ddBande  bei  -1769 cm-1.  Insgesamt  zeichnet  sich  der  Bereich  der  Carboxyl-
schwingungen durch zahlreiche abgeflachte  ddBanden aus, die auf geringfügi-
gen Verschiebungen der Bandenpositionen im ovinen Spektrum beruhen.
Im ddSpektrum, welches aus der Überlagerung des ovinen mit dem humanen 
Übergangsspektrum  hervorgeht  (Abbildung  3.28b),  sind  die  Amid-Bereiche 
jedoch andersartig gestaltet und unterscheiden sich vom ddSpektrum aus Abbil-
dung 3.28a. Dies liegt zumindest im Falle des Amid-I-Bereichs daran, dass die 
negative Bande bei  -1665 cm-1 im humanen Spektrum die gleiche Ausprägung 
hat wie im ovinen, die positive Bande bei  +1659 cm-1 ist dagegen im ovinen 
Meta II  intensiver  als  im  humanen.  Im  Amid-II-Bereich  ist  die  ddBande  bei 
-1541 cm-1 hervorzuheben. Diese ist beim humanen Rhodopsin intensiver und 
unterscheidet sich in ihrer Ausprägung sowohl vom ovinen als auch vom bovi-
nen Spektrum.
3.4.6 Fazit
Die  Übergangsspektren  aller  Intermediate  des  ovinen  Rhodopsins  unter-
scheiden sich sowohl von der bovinen als auch von der humanen Referenz. 
Während die Spektren der frühen Intermediate stärker den bovinen als den 
humanen Spektren ähneln, ist es im Falle von Meta I und Meta II genau umge-
kehrt. Besonders interessant ist das Verhalten der bovinen Meta I-Markerbande 
um +1660 cm-1. Im ovinen Meta I wird sie vermisst, bildet sich aber pH-Wert-ab-
hängig bei der Entstehung der aktiven Spezies.
83

4 D I S K U S S I O N
4.1 Bovines Rhodopsin
Rhodopsin fungiert als Modellsystem für die Erforschung des Aktivierungs-
mechanismus von GPCRs. Die intensive Forschung seit seiner Entdeckung hat 
zahlreiche  Erkenntnisse  über  die  molekular-mechanischen  Schaltungsvor-
gänge, die der Rezeptor auf dem Weg zur aktiven Konformation vollführt, zum 
Vorschein gebracht.  Diese Vorgänge induzieren letztlich  Konformationsände-
rungen, die über Bewegungen von Sekundärstrukturelementen realisiert wer-
den. Diese Bewegungen können Rotationen oder ein Ausklappen von Helices 
sein, aber auch Umlagerungen und Strukturierungen von Loops, jedoch erfol-
gen sie erst bei der Bildung der späten Intermediate, wie Meta I und Meta II 
[164]. In der Phase der frühen Intermediate hingegen müssen diese Bewegun-
gen vorbereitet werden. Die beobachteten Änderungen in den Spektren der frü-
hen Intermediate hängen demnach ausschließlich mit der direkten Umgebung 
des  Retinals  (Bindungstasche,  Batho-Intermediat)  und  der  unmittelbaren 
Umgebung der Bindungstasche (Lumi-Intermediat) zusammen, was auch aus 
den  Spektren  der  Y206F-Mutante  abgeleitet  werden  kann.  Während  das 
Bathorhodopsin  dieser  Mutante  unbeeinflusst  geblieben  ist,  zeigt  das  Lumi-
Spektrum mutationsbedingte Abweichungen im Schwingungsmuster.
4.1.1 Auswertung
Die Tyrosine 191 und 192 koordinieren die Bewegungen von Glu181. 
Aus den Kristallstrukturen des dunkeladaptierten Rhodopsins lässt  sich eine 
Interaktion  zwischen  den  Tyrosinseitenketten  und  Glu181,  dem  transienten 
Gegenion der Schiffschen Base, ableiten (Abbildung 4.1). Die Glutaminsäure 
wird dabei im Dunkelzustand von den Tyrosinen 192 und 268 über Wasserstoff-
brücken fixiert. Zusätzlich bildet Tyr268 eine Brücke zum Tyr191 aus  [71, 96]. 
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Tyrosinen 268 und 191 nicht möglich, daher hat Tyr268 bereits in den ersten 
Schritten  des Aktivierungsmechanismus eine größere Bewegungsfreiheit,  die 
es getrieben durch den toggle switch des Trp265 (siehe Abschnitt 1.5.8.2) voll-
führt. Dies äußert sich in zahlreichen Banden, die auf die Vibrationen der Tyros-
inseitenketten  zurückzuführen  sind  (z.B.  1251,  1515,  1522 cm-1 [134]).  Dies 
wird zudem durch die Kristallstruktur des Bathorhodopsins belegt: Der Abstand 
zwischen Tyr268 und Tyr191 wird größer (2,54 Å anstatt 2,47 Å im Grundzu-
stand) [165]. Im Lumi-Zustand (Abbildung 4.2) setzt sich diese Entwicklung fort: 
Hier vergrößert sich nicht nur der Abstand zwischen Tyr191 und Tyr268 um wei-
tere 0,24 Å, sondern auch zwischen Tyr268 und Glu181 (3,22 Å anstatt 3,05 Å 
im Batho- und Grundzustand). Wichtiger dabei ist jedoch die Feststellung, dass 
die Brücke zwischen Tyr192 und Glu181 zerbricht [166].
Die ddBanden der Batho- und Lumi-Spektren im Bereich 1652-1695 cm-1 sind 
u.a.  durch  die  veränderten  Vibrationen  der  Guanidiniumgruppe  des  Arg177 
bedingt [134], denn die Tyrosine 191 und 192 sind Teil eines größeren Wasser-
stoffbrückennetzwerks,  den  die  benachbarten  Aminosäuren  zu  anderen  β-
Strängen des EL2 ausbilden. Insbesondere sind hier Asp190 und Thr193 her-
vorzuheben, die mehrere Brücken zum Arg177 aufweisen. Diese Interaktionen 
sind durch die inkorporierten Mutationen an den Positionen 191 und 192 beein-
flusst und in den Spektren der frühen Intermediate abgebildet.
Im Lumi-Zustand werden die Positionsänderungen der Sekundärstrukturele-
mente, die sich beim Übergang zum Meta I-Intermediat vollziehen, vorbereitet. 
Das schließt sowohl das Loslösen der Verankerungen der Helices 5 und 6 als  
auch die  Freigabe von Glu181 und eventuell  ihre  anfängliche Bewegung in 
Richtung der Schiffschen Base mit ein. Die Meta I-Spektren der Tyrosin-Mutan-
ten 191 und 192 sprechen dafür, dass die kontrollierte Bewegung von Glu181 
und  die  Bildung  des  komplexen  Gegenions  der  Schiffschen  Base  gestört, 
jedoch nicht verhindert wird. Die beiden Spektren sind zwar gut mit dem Spek-
trum des WT-Meta I vergleichbar, zeichnen sich aber vor allem bei der Y192F-
Mutante durch zahlreiche verschobene bzw. fehlende Banden aus (siehe Abbil-
dung 3.9). Nichtsdestotrotz wird ein Intermediat gebildet, das in beiden Fällen 
sowohl mittels FTIR als auch durch UV-Vis-Spektroskopie als Meta I identifiziert 
werden kann, was letztlich den Schluss zulässt, dass Glu181 gemeinsam mit 
Glu113 die protonierte SB stabilisiert.
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enten Gegenions der Schiffschen Base über den gesamten Aktivierungspro-
zess des Rezeptors steuern. Während die Tyrosine 192 und 268 ihre Beiträge 
in den ersten Schritten der Aktivierung und vor allen im Dunkelzustand leisten,  
ist vor allem die Hydroxylgruppe des Tyr191 für die Bildung der aktiven Spezies 
von maßgeblicher Bedeutung.
Durch die  Kombination der  Mutationen der  Tyrosine 191 und 223 konnte 
erstmalig  die  Aktivierung des Rezeptors  im Meta I  gestoppt  werden.  Hierbei 
addieren sich die Effekte, die die Einzelmutationen auf den Aktivierungsmecha-
nismus  haben.  Während  durch  die  Y191F-Mutante  das  Deprotonieren  der 
Schiffschen  Base  stark  erschwert  wird,  unterbindet  die  Y223F-Mutation  die 
assistierende Rolle des Tyr223 beim Protonieren des ionic locks. 
Das Tyrosin 206 beeinflusst die Bildung der aktiven Spezies durch Betei-
ligung an der gekoppelten Bewegung von TM5 und EL2. Diese Feststellung 
wird  aus  den  Meta I-  und  Meta II-Spektren  der  Y206F-Mutante  abgeleitet. 
Wegen der fehlenden OH-Gruppe am Phenylring kann diese Mutante keine 
Wasserstoffbrücke  zum  His211  ausbilden,  die  normalerweise  zwischen  den 
Seitenketten 206 und 211 im Grundzustand besteht (siehe Abbildung 1.11). Die 
Einflüsse dieser Mutation auf  den Aktivierungsmechanismus werden erst  bei 
der Bildung des Lumi-Intermediats sichtbar, denn das Batho-Spektrum unter-
scheidet sich nicht von dem des Wildtyps. Besonders interessant ist die zusätz-
liche  positive  Bande  bei  +1713 cm-1 im  Lumi-Spektrum  der  Mutante  (siehe 
Abbildung 3.7). Der Position nach zu urteilen, ist die neue Bande höchstwahr-
scheinlich  auf  das  His211  zurückzuführen.  Dieses  könnte  demzufolge  nun 
anstelle der Interaktion mit Tyr206 eine Wasserstoffbrücke mit Glu122 einge-
hen, denn die Schwingungsfrequenz bei +1713 cm-1 entspricht einer Seitenkette 
der Glutaminsäure mit zwei Wasserstoffbrückenbindungen [155]. Eine ähnliche 
Situation  wird  auch  im  Meta I-Spektrum  der  Mutante  beobachtet.  Hier  sind 
jedoch die Banden, die durch Carboxylgruppen verursacht werden, noch stär-
ker ausgeprägt (z.B. die asymmetrischen Streckschwingungen einer deproto-
nierten Glutaminsäure bei 1556-1560 cm-1).  Der signifikante Anteil  (18%) der 
Meta I-Spezies unter Meta II-Bedingungen im Falle der Y206F-Mutante deutet 
darauf hin, dass das Tyrosin 206 an den gekoppelten Bewegungen der TM5 
und EL2 beteiligt  ist.  Der starre Hebelarm, den der EL2 darstellt  [167],  wird 
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durch fehlende Interaktionen der OH-Gruppe in der Y206F-Mutante flexibilisiert. 
Die stabilisierenden  π-stacking-Interaktionen mit Phe203 und Trp175 werden 
dennoch beibehalten. Der Beitrag dieser Kopplung kann studiert werden, wenn 
anstelle eines Aromaten an der Position 206 eine andere Aminosäure inkorpo-
riert wird.
Die Y206F-Mutation wirkt sich sowohl auf die Wasserstoffbrückennetzwerke 
und somit auf die Schwingungen der Glutaminsäuren aus als auch auf die Kon-
formationsänderungen, die zum Meta I- und Meta II-Zustand hin stattfinden.
Der Methionin-Cluster stabilisiert den Meta I-Zustand. Basierend auf den 
hier vorgestellten Daten kann eine Hypothese über die Funktion des Methionin-
Clusters aufgestellt werden. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die ent-
scheidenden strukturellen Änderungen beim Übergang zum Meta I im Bereich 
der sechsten Helix auftreten [76, 97, 100]. Die Übertragung der in der Isomeri-
sierung des Retinals gespeicherten Lichtenergie an das Grundgerüst der TM6 
mittels einer Bewegung von Trp265 (toggle switch) induziert eine Rotation die-
ser Helix  [168]. Diese Drehung hat zur Folge, dass zum einen dadurch das 
Ausklappen der Helix (Abbildung 4.3) im nächsten Schritt der Aktivierungskas-
kade vorbereitet wird und zum anderen die stabilisierenden Interaktionen ihres 
cytoplasmatischen Endes mit dem ionic lock herabgesetzt werden, was schließ-
lich die spätere Protonierung dieser Mikrodomäne ermöglicht bzw. erleichtert. 
Die  Drehung  hat  jedoch  noch  eine  weitere  Funktion,  wie  die  vorliegenden 
Ergebnisse zeigen werden.
Die Deletion des Methionins 309 bewirkt, dass die um eine Aminosäure ver-
kürzte  Übergangsregion  zwischen  der  TM7  und  H8  neugestaltet  wird.  Dies 
bedeutet, dass die ursprüngliche Position des Met309 von Met308 übernom-
men  werden  kann.  Die  gleiche  Argumentation  ist  auch  für  M309A-Mutante 
zutreffend, sodass in beiden Fällen eine nahezu unbeeinflusste Funktion des 
Rezeptors gewährleistet werden kann. Die  Δ308/M309A-Mutante hingegen ist 
nicht mehr in der Lage, an der Cluster-Bildung mit der TM6 teilzunehmen, denn 
eines der beiden Methionine ist deletiert und das andere durch das Alanin sub-
stituiert worden. Dies hat zur Folge, dass das Meta I / Meta II-Gleichgewicht in 
ähnlicher Weise wie bei  den M253A- und M257C-Mutanten in  Richtung der 




der Schiffschen Base aufgelöst sowie der Raum freigegeben, der in der aktiven 
Konformation durch das Tyr306 eingenommen wird, anderseits führt das Aus-
klappen der Helix dazu, dass die beiden Methionine der TM6 einen Druck auf  
das Met309 aus dem NPxxY(x)5,6F-Motiv ausüben. Dieser Druck wird mittels 
Positionsänderung  des Met309  über  das  Proteingrundgerüst  an  das  Tyr306 
weitergeleitet. Infolge dessen werden die stabilisierenden π-stacking-Interaktio-
nen zwischen Tyr306 und Phe313 aufgebrochen, was eine kontrollierte Bewe-
gung der Tyrosinseitenkette nach sich zieht.
4.1.2 Schlussfolgerung
Im Zuge der vorliegenden Arbeit  haben sich Hinweise gehäuft, die auf eine 
besondere Funktion der  Tyrosinseitenketten im Rhodopsin schließen lassen. 
Diese Erkenntnisse lassen sich voraussichtlich nicht nur auf weitere GPCRs, 
sondern auch allgemeingültig auf andere Proteinsysteme übertragen. Die Stu-
dien an Tyr223, Tyr306 und den hier behandelten Tyrosinseitenketten an den 
Positionen 191, 192 und 206 suggerieren eine besondere attrahierende Eigen-
schaft, die zahlreiche Bewegungen der Sekundärstrukturelemente steuert bzw. 
ermöglicht.  Darunter  soll  folgendes verstanden werden:  Die  Seitenkette  des 
Tyrosins ist planar aufgebaut, das konjugierte π-Elektronensystem des aromati-
schen Ringes kann die reaktive Hydroxylgruppe gut abschirmen. Die kurze, nur 
durch  eine  Bindung  gestaltete  Anknüpfung  der  Seitenkette  an  das  Protein-
grundgerüst resultiert in einer sehr stark geminderten Bewegungsfreiheit dieser 
Seitenkette. Dies bedeutet, dass die Seitenkette nur wenige stabile Energiemi-
nima besitzt, die durch sehr wenige Rotamere realisiert werden, was wiederum 
eine exakte Positionierung und Ausrichtung der reaktiven Gruppe ermöglicht. 
Diese  Positionierung  wird  zusätzlich  durch  stabilisierende  Interaktionen  des 
π-Elektronensystems von Tyrosin mit weiteren konjugierten π-Elektronensyste-
men oder  geladenen  Seitenketten  gestärkt  (π-stacking).  Ein  Beispiel  hierfür 
sind Interaktionen von Tyr206 mit der Umgebung. Die hohe Differenz der pKa-
Werte  der  Hydroxylgruppe  eines  Tyrosins  und  beispielsweise  der  Carboxly-
gruppe einer benachbarten Glutaminsäure bewirkt, dass das Tyrosin gerichtete 
Wasserstoffbrücken  ausbilden  kann.  Die  Ausbildung  solcher  Brücken  kann 
attraktive  Kräfte  zwischen  zwei  Sekundärstrukturelementen  freisetzen,  was 
schließlich zur definierten Positionsänderung dieser Elemente führt. Gleicher-
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maßen sorgen  diese  Brücken für  die  Stabilisierung dieser  Elemente  in  den 
jeweiligen Übergangszuständen.
Es lassen sich mehrere Beispiele solcher Wechselwirkungen im Rhodopsin 
angeben: Die Tyrosine 223 und 306 orientieren sich etwa beim Übergang zu 
Metarhodopsin II zum ionic lock, wobei Tyr223 das Heranziehen der TM5 indu-
ziert. Die in diesem Kapitel behandelten Tyrosine 191 und 192 spielen eine ver-
gleichsweise  bedeutende  Rolle,  wirken  jedoch  an  einer  anderen  Stelle  des 
Rezeptors und zu einem früheren Stadium des Aktivierungsmechanismus. Ähn-
lich wie die funktionellen Domänen auf der cytoplasmatischen Seite des Rezep-
tors und die Gegenione der Schiffschen Base Glu113 und Glu181, sind diese 
beiden Tyrosine nicht nur über die Linie der Mammalia, sondern auch bei den 
Vertebraten-Rhodopsinen hochkonserviert. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die 
besondere Aufgabe, die den beiden Seitenketten zugeordnet wird.
Die Beeinflussung des Meta I / Meta II-Gleichgewichts durch Mutationen am 
Methionin-Cluster offenbart,  dass die wichtigste Aufgabe dieses Clusters die 
Bildung einer hydrophoben Barriere zwischen der Schiffschen Base und der 
cytoplasmatischen Seite des Rezeptors ist. Dadurch wird ein Wasserinflux ins 
Innere  des  Proteins  unterbunden,  sodass  die  Schiffsche  Base  zu  einem 
bestimmten Zeitpunkt der Aktivierung deprotonieren kann. Dies schließt auch 
die Stabilisierung des Übergangszustands Meta I mit ein. Die Koordination der 
Positionsänderung des Tyr306 zum ionic lock durch den Methionin-Cluster als 
Folge der Ausklappbewegung der TM6 ist bislang eine Hypothese und bedarf 
weiterführender  Experimente  und  MD-Simulationen.  Insbesondere  vor  dem 
Hintergrund, dass die Methionine dieses Clusters einen Teil der Interaktionso-
berfläche mit dem G-Protein darstellen  [85], lässt sich darüber hinaus vermu-
ten, dass diese Verzahnung bei nachfolgenden Interaktionen der aktiven Spe-
zies mit Transducin und/oder Arrestin für eine korrekte Positionierung der cyto-
plasmatischen Bereiche erforderlich ist.
4.1.3 Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Aspekte des Aktivierungsmechanis-
mus des bovinen Rhodopsin entdeckt werden. Insbesondere wurde die Rolle 
der Tyrosine bei der Koordination von Konformationsänderungen hervorgeho-
ben.  Mithilfe  der  Y191F-  und  Y192F-Mutanten  konnte  gezeigt  werden,  wie 
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diese Reste zusammen mit Tyr268 den Protonentransferprozess an der Schiff-
schen Base über die Positionierung von Glu181 steuern. Über die Kombination 
der Y191F- und Y223F-Mutante konnte erstmals die Aktivierung des Rhodops-
ins an zwei Schlüsselpositionen (Schiffsche Base und ionic lock) unterbunden 
werden.  Dies kann durch eine zusätzliche Inkorporation der  Y206F-Mutation 
weiter verstärkt werden, denn, wie hier gezeigt worden ist, Tyr206 beeinflusst 
durch  seine  Interaktionen  mit  dem  TM3-TM5-Netzwerk  ebenfalls  das 
Meta I / Meta II-Gleichgewicht  zu  Gunsten  der  inaktiven  Spezies.  Dieses 
Gleichgewicht wird u.a. auch durch die Interaktionen von vier Methioninen auf  
der cytoplasmatischen Seite des Rezeptors aufrechterhalten. Diese separieren 
die  cytoplasmatische  Oberfläche  von  der  Schiffschen  Base  und  verzögern 
dadurch die Deprotonierung der dieser Base.
4.2 Humanes Rhodopsin
Bei dieser Untersuchung galt es, den Aktivierungsmechanismus des huma-
nen  Rhodopsins  mit  Hilfe  der  FTIR-Spektroskopie  zu  untersuchen.  Bei  der 
Gegenüberstellung der  Spektren  des humanen mit  dem bovinen Rhodopsin 
lassen sich die Unterschiede sowohl zwischen den Photoprodukten als auch 
zwischen den Übergangswegen zu diesen Produkten erkennen. Die 23 unter-
schiedlichen Aminosäuren führen jedoch dazu, dass sich die dunkeladaptierten 
Zustände der beiden Rezeptoren unterscheiden. Es sind also von Beginn an 
ungleiche Ausgangspositionen, von denen aus der Weg durch die energetische 
Landschaft zur aktiven Spezies gestartet wird.
4.2.1 Auswertung
23 unterschiedliche Aminosäuren wirken sich auf alle Intermediate aus. 
Bei den Temperaturen, unter denen Batho und Lumi stabilisiert werden, finden 
keine großen Bewegungen der Sekundärstrukturelemente statt. Die Verände-
rungen,  die  in  den  ersten  beiden  Intermediaten  reflektiert  werden,  beruhen 
hauptsächlich auf der veränderten Retinalgeometrie durch die cis/trans-Isomeri-
sierung. Dies führt aber auch dazu, dass sich die Interaktionen zwischen dem 
Retinal und den umliegenden Aminosäuren (Bindungstasche) ebenfalls ändern, 
was durch entsprechende Banden im jeweiligen Differenzspektrum abgebildet 
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wird. So betrachtet, zeigen sowohl das Batho- als auch das Lumi-Spektrum des 
humanen Rhodopsins typische Differenzbanden, die man bereits vom bovinen 
Rhodopsin  kennt.  Einige  Bandenpositionen  und  -intensitäten  unterscheiden 
sich jedoch von der bovinen Referenz. Während beim Übergang zum ersten 
stabilisierbaren  Intermediat  die  Diskrepanzen  relativ  klein  sind,  weichen  die 
Übergänge zu den Lumi-Spezies deutlich stärker voneinander ab. Die Intensität 
der Banden im Amid-I-Bereich des  ddSpektrums hat ca. 60% der maximalen 
Intensität in den Grundzustand → Lumi-Übergangsspektren des bovinen Rho-
dopsins. Das bedeutet einerseits, dass die Vorgänge in den Rezeptoren ähnlich 
sind, anderseits deuten die mit fortschreitendem Intermediat größer werdenden 
Unterschiede auf eine zunehmende Divergenz der Aktivierungsmechanismen 
hin. Hierfür sind nicht nur die verschiedenartigen Ausgangspositionen verant-
wortlich, sondern vielmehr die Situation in der direkten Umgebung der Schiff-
schen Base.
Meta I-Spezies  zeigen  die  größten  Unterschiede. Während  die  frühen 
Intermediate nur marginale bis geringfügige Unterschiede zwischen den beiden 
Rezeptoren zeigten, ändert sich die Situation beim Übergang zur letzten inakti-
ven Spezies Meta I dramatisch. Die IR-Spektren differieren nahezu über den 
gesamten gemessen Bereich. Die auffälligste Eigenschaft des humanen Meta I 
ist  das  Fehlen  der  Meta I-Markerbande,  die  beim  bovinen  Rhodopsin  bei 
+1661 cm-1 auftritt. Diese Bande konnte bislang noch nicht eindeutig zugeordnet 
werden.  Aufgrund ihrer Position zeigt sie jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit  
die Gesamtheit aller strukturellen Änderungen, die beim Übergang zum Meta I 
stattfinden. Folglich kann man postulieren, dass das Fehlen dieser Bande im 
humanen Meta I  insgesamt weniger und/oder andere Konformationsänderun-
gen beim humanen Rezeptor bedeutet. Die wichtigsten strukturellen Änderun-
gen beim Übergang zum Meta I finden im Bereich der TM5 statt. Die Rezepto-
ren unterscheiden sich nicht nur in der Zusammensetzung dieser Helix, son-
dern viel  mehr in  der  Übergangsregion des EL2 zur  TM5.  Zur  Klärung des 
Sachverhalts, ob diese Region für die beobachteten Unterschiede verantwort-
lich ist, wurde eine Chimäre aus beiden Rhodopsinen erzeugt.
Die  Suche nach der  Ursache für  die  beobachteten Abweichungen bedarf 
einer genaueren Beschreibung der Vorgänge im Rezeptor, die mit der Bildung 
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dieses Intermediats assoziiert  sind. Die Isomerisierung des Retinals und die 
thermische Relaxation über die ersten beiden Intermediate führen dazu, dass 
die Aufgabe des Gegenions der Schiffschen Base im Meta I nicht mehr von 
Glu113 alleine, sondern vom komplexen Gegenion, bestehend aus Glu113 und 
Glu181 übernommen wird.  Dieser Wechsel wird mittels einer Reorganisation 
des Wasserstoffbrückennetzwerkes um die Schiffsche Base bewerkstelligt. Das 
betrifft  unter  anderem die Seitenreste des Ser186,  Tyr191 und Tyr192.  Des 
Weiteren induziert der schon bei den früheren Intermediaten einsetzende tog-
gle-switch  von Trp265 eine Rotation der sechsten TM  [113]. Auf der anderen 
Seite der Bindungstasche wird das TM3-TM5-Netzwerk wegen der Wirkung, die 
der  β-Iononring ausübt,  ebenfalls gestört.  Dies resultiert  in einem Zerfall  der 
stabilisierenden  Wasserstoffbrücke  zwischen  Glu122  und  His211  und  der 
Bewegung der TM5. Es wurde bereits in anderen Studien gezeigt, dass bei der 
Bildung  der  aktiven  Spezies  die  Bewegungen  der  TM5  und  EL2  gekoppelt 
ablaufen [75]. An dieser Stelle wird nochmals postuliert, dass diese gekoppel-
ten Bewegungen der beiden Sekundärstrukturelemente (TM5 und EL2) im bovi-
nen Rhodopsin bereits beim Übergang zum Meta I stattfinden. Zum einen kann 
diese Bewegung aus der Meta I-Markerbande bei 1661 cm-1 abgeleitet werden, 
zum anderen spricht die in dieser Arbeit durchgeführte Studie mit den bovinen 
Tyrosin-Mutanten ebenfalls dafür.
Die human-bovinen Chimären unterstützen die Separation der Signal-
wege. Die TEC-Chimäre (T5E2C-Region vom bovinen Rezeptor (194PHE196) im 
humanen Wildtyp) zeigt, dass die fehlende Bande bei +1661 cm-1 teilweise wie-
derhergestellt  wird. Die dabei beobachtete Intensität beträgt ca. 35-40% des 
normalerweise  im  bovinen  Meta I  gemessenen  Wertes.  Daraus  kann  man 
ableiten, dass durch die starre Verbindung von TM5 und EL2 die gekoppelte 
Bewegung dieser Strukturelemente, wenn auch nur zum Teil, wiedererlangt wird 
und dass im humanen Rezeptor die Bewegungen von EL2 und TM5, zumindest 
beim Übergang zu Meta I, eher entkoppelt und sequenziell ablaufen.
Dennoch bleibt die Tatsache, dass nicht die gesamte Intensität der bovinen 
Spezies wiedererlangt wurde. Hierfür können solche Positionen verantwortlich 
gemacht werden, die sich in den Sekundärstrukturelementen befinden und die 




Weiterhin soll festgehalten werden, dass der maßgebliche Unterschied der 
beiden T5E2C-Regionen in der Position des Prolins besteht. Während es beim 
bovinen  Rhodopsin  an  Position  194  vorzufinden  ist,  befindet  es  sich  beim 
humanen Rhodopsin an Position 196. Prolin hat eine helixbrechende Eigen-
schaft, d.h. diese Aminosäure ist sehr oft an den Enden der α-helikalen Struktu-
relemente vorzufinden bzw. führt  das Vorkommen eines Prolins inmitten der 
helikalen Struktur zu einer Störung der Harmonie der  Windungen an dieser 
Stelle  und  es  wird  ein  Abknicken  der  Helix  induziert.  Beispiele  hierfür  sind 
Pro215 und Pro267 im Rhodopsin. Die Position des Prolins in der T5E2C-Re-
gion definiert möglicherweise die Flexibilität der Kopplung des EL2 an die TM5.
Bemerkenswert  in  diesem  Vergleich  (Abbildung  4.4)  ist  auch,  dass  alle 
Sequenzen, die eine vom humanen Rhodopsin abweichende Abfolge in dieser 
Region  haben,  entweder  von  nachtaktiven  oder  Meeressäugern  stammen 
(siehe Anhang,  Abbildung 6.1).  Daraus kann geschlossen werden,  dass die 
Modifikationen der  sequenziellen Abfolge in  dieser  Region eine evolutionäre 
Anpassung an die unterschiedlichen Lebensräume und den damit einhergehen-
den unterschiedlichen Lichtbedingungen darstellt.
Ganz anders verhält sich die human-bovine Chimäre, bei der die vier an die 
Schiffsche  Base  angrenzenden  Aminosäuren  aus  dem  bovinen  Rhodopsin 
(297TSAV300) in den humanen Rezeptor eingesetzt worden sind (SB-Chimäre). 
Hier wurde festgestellt, dass die veränderte Umgebung der Schiffschen Base 
keinen signifikanten Einfluss auf das Meta I / Meta II-Gleichgewicht des huma-
nen Rhodopsins ausübt. Es sind jedoch die Schwingungen des Retinals betrof-
fen. Hier verschiebt sich die negative Bande bei -1237 cm-1 in Richtung der übli-
chen Frequenz des bovinen Rhodopsins bei -1238 cm-1. Die Gegenüberstellung 
aller vorhandenen Rhodopsinsequenzen der Mammalia deckt eine hohe Varia-
bilität in diesem Bereich auf. Es werden aber nur drei bestimmte Aminosäuren 
in unterschiedlichen Kombinationen für die Gestaltung dieses Bereiches ver-
wendet. Die Modulation der Absorption im infraroten Bereich des Spektrums 
durch die der Schiffschen Base angrenzenden Aminosäuren wirkt sich höchst-
wahrscheinlich  auch  auf  das Absorptionsmaximum im visuellen  Bereich  des 
Spektrums aus und verursacht die beobachteten Differenzen zwischen den Pig-
menten.
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Molekulare Modellierung dient zum besseren Verständnis der molekula-
ren Vorgänge. Modellierungen und MD-Simulationen können zur strukturellen 
Interpretation der FTIR-Ergebnisse dienen [160]. Aus diesem Grund habe ich in 
Kooperation  theoretische  Methoden  herangezogen.  Diese  theoretischen 
Berechnungen und Analysen wurden von Alexander Rose aus der AG Hilde-
brand durchgeführt. Seine Ergebnisse sollen nun im Folgenden dargestellt und 
diskutiert werden.
Als erstes ist das Homologiemodell auf den Grundlagen der bereits vorhan-
denen hochaufgelösten Kristallstrukturen des bovinen Rhodopsins im Grundzu-
stand (pdb-id: 1U19 [96]) und in der aktiven Konformation (pdb-id.: 3PXO [82]) 
errechnet worden [172]. Auf diese Weise wurden künstliche Strukturen geschaf-
fen, die einerseits zur besseren Visualisierung der internen Interaktionen ver-
wendet  werden  können,  andererseits  als  Ausgangspunkt  für  genauere  und 
detaillierte  molekular-dynamische Kalkulationen (MD-Simulation) dienen.  Hier 
findet sich ein Beispiel der Aussagekraft solcher MD-Simulationen anhand der 
Kristallstruktur [173].
SB-Umgebung des  humanen Rhodopsin  bietet  mehr  Raum. Eine  der 
Berechnungen betrifft  das aus vier Seitenketten in der unmittelbaren Umge-
bung der Schiffschen Base (aa 297-300),  bestehende Areal (siehe Abschnitt  
1.6.1 und  Abbildung 1.15). Den größten Unterschied stellt dabei die Position 
298 dar (Abbildung 4.5): Im bovinen Rhodopsin ist an dieser Stelle die Amino-
säure Serin vorzufinden, im humanen Rhodopsin dagegen die Aminosäure Ala-
nin.  Ausgehend  von  den  van-der-Waals-Radien  der  besagten  Seitenketten, 
werden die von den Aminosäuren eingenommenen atomaren Volumina berech-
net  [174]. Diese weisen eine Differenz von ca. 5,47 Å3 auf, was im Falle des 
humanen  Rhodopsins  genügend  Platz  für  ein  zusätzliches  Wassermolekül 
(modelliert als eine Sphäre mit dem Radius von 1,2 Å3 und dementsprechend 
einem Volumen von 5,43 Å3) bietet und/oder extra Raum für Bewegungen der 
festinkorporierten Wassermoleküle schafft.  Des Weiteren zeigen die Berech-
nungen, dass die mutmaßlichen Wassertaschen (siehe Abschnitt  1.5.6) beim 
humanen Rhodopsin miteinander verbunden sind, während sie beim bovinen 
Rhodopsin durch die Seitenkette des Serins im Zusammenspiel mit Met86 und 





Die Spektren der aktiven Konformation reflektieren Unterschiede in den 
Dunkelzuständen. Die  Spektren  der  aktiven Spezies sowie  des Komplexes 
aus der aktiven Spezies mit dem hochaffinen Peptid unterscheiden sich wie bei 
allen  anderen  Intermediaten  untereinander.  Die  Unterschiede  zwischen  den 
jeweiligen Spektren vom humanem und bovinem Rhodopsin sind jedoch, auf 
die Gesamtintensität bezogen, relativ klein. Das bedeutet, dass die divergieren-
den Signalwege zur aktiven Spezies, mit der maximalen Divergenz im Meta I-
Zustand,  bei  der  Bildung  der  aktiven  Spezies  Meta II  wieder  konvergieren. 
Dafür  sprechen  auch  die  nahezu  gleichen  pKa-Werte  des  Meta I / Meta II-
Gleichgewichts und die G-Protein-Aktivierungskinetiken. Durch die Komplexbil-
dung aus aktivem Rhodopsin und CTα-Peptid wird ein Endzustand (Konforma-
tion) erzeugt, der bei beiden Rezeptoren fast identisch ist, wie die sehr ähnli-
chen  pbs-Spektren zeigen. Diese Spektren bilden konformationelle Änderun-
gen sowohl im Peptid als auch im Rezeptor ab [143]. Demzufolge können die 
Unterschiede,  die  zwischen  den  Komplexbildungsspektren  (Meta IIc)  beider 
Rezeptoren  beobachtet  werden,  aber  auch  die  Unterschiede  zwischen  den 
Meta II-Spektren auf die unterschiedlichen Dunkelzustände zurückgeführt wer-
den.
4.2.2 Ovines Rhodopsin
Als Ergänzung der Studie über die Funktionsweise des humanen Rhodops-
ins wurde eine weitere, natürlich vorhandene Variante des Rhodopsins, nämlich 
das  ovine  Rhodopsin  untersucht.  Interessanterweise  unterscheiden sich  alle 
Intermediate des ovinen Rhodopsins sowohl von der humanen als auch von der 
bovinen  Referenz.  Im  Übergangsspektrum  zum  Bathorhodopsin  lässt  sich 
sogar eine spezifische Bande bei 1507 cm-1 feststellen. Die fingerprint-Bande 
des Retinals befindet sich jedoch an der gleichen Position wie beim bovinen 
Rhodopsin  und  bei  der  human-bovinen  SB-Chimäre.  Daraus  kann  man 
schlussfolgern, dass, zumindest im Falle der frühen Intermediate, die Beschaf-
fenheit der Bindungstasche und die Umgebung der Schiffschen Base für diese 
Abweichungen verantwortlich gemacht werden kann. Die ovine SB-Umgebung 
unterscheidet sich in der Abfolge der Aminosäuren von den beiden Referenzre-
zeptoren. An Position 298 befindet sich jedoch mit  Serin die gleiche Amino-
säure wie im bovinen Rhodopsin. Die Spektren der späten Intermediate wie 
102
4.2  HUMANES RHODOPSIN
Meta I und Meta II lassen sich trotz der höheren sequenziellen Homologie mit 
dem bovinen Rezeptor viel besser mit entsprechenden Spektren des humanen 
Rhodopsins vergleichen. Die Ursache hierfür ist die gleiche flexiblere Gestal-
tung der T5E2C-Region wie im humanen Rezeptor. Ein überraschendes Ergeb-
nis haben die Messungen unter Meta II-favorisierenden Bedingungen geliefert. 
Im ovinen Rhodopsin entsteht neben den Meta II-typischen Banden eine Bande 
bei 1659 cm-1, die für das bovine Meta I spezifisch ist und im humanen Rhodop-
sin gänzlich vermisst wird. Die sequenziellen Abfolgen der Sekundärstrukturele-
mente, die während der Aktivierung die meisten Bewegungen vollführen (TM5, 
TM6 und EL2), sind beim ovinen und bovinen Rhodopsin mit zwei Ausnahmen 
nahezu identisch. Die erste Ausnahme betrifft die besagte T 5E2C-Region, die 
zweite die Position 213. An dieser in der TM5 liegenden Position unterscheiden 
sich alle drei Rezeptoren. Während das ovine und humane Rhodopsin kleine 
polare Seitenketten enthalten (Serin bzw. Threonin), besitzt das bovine Rho-
dopsin dagegen eine voluminösere und hydrophobe Seitenkette (Isoleucin).
4.2.3 Schlussfolgerung
Der zuvor festgestellte signifikante Unterschied zwischen den Meta I-Inter-
mediaten  vom  humanen  und  bovinen  Rhodopsin  bedeutet  also,  dass  die 
bereits angesprochene Divergenz der Wege zur aktiven Spezies hier am größ-
ten ausgeprägt ist. Andererseits ist bekannt, dass die Konformationsänderun-
gen,  die  durch  die  Isomerisierung  des  Retinals  hervorgerufen  werden,  eine 
starke Zunahme in der Flexibilität der umliegenden Regionen nach sich ziehen 
[176]. Die vorgestellten Messergebnisse können dahingehend interpretiert wer-
den,  dass  ausgehend  von  der  höheren  Flexibilität  der  T5E2C-Region  beim 
humanen Rezeptor bereits im dunkeladaptierten Zustand (der sich wiederum 
von bovinen unterscheidet) weniger Konformationsänderungen notwendig sind, 
um die Schiffsche Base erfolgreich deprotonieren zu können. Dies bedeutet  
jedoch gleichzeitig, dass die Deprotonierungsreaktion schneller abläuft, als dies 
der  Fall  bei  einer  eher  starren  T5E2C-Region  wäre.  Ein  zusätzlicher  Beitrag 
hierzu wird auch von der andersartig gestalteten Region zwischen der Schiff-
schen  Base  und  dem  NPxxY(x)5,6F-Motiv  geleistet.  Diese  unterschiedlichen 
Kinetiken stehen auch in Übereinstimmung mit den Beobachtungen, die mithilfe 
der ultraschnellen UV-Vis-Spektroskopie in der Arbeitsgruppe von David Kliger 
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gemacht worden sind: Im bovinen Rhodopsin existieren zwei grundlegend ver-
schiedene Meta I-Spezies, jeweils mit einer protonierten und einer deprotonier-
ten  Schiffschen  Base  [158].  Diese  Spezies  entstehen  auf  unterschiedlichen 
Zeitskalen in parallel verlaufenden Reaktionswegen und in temperaturabhängi-
ger Weise. Welchen der beiden Reaktionswege das Rhodopsin einschlägt wird 
maßgeblich  vom  TM3-TM5-Netzwerk  gesteuert.  Obwohl  die  theoretischen 
Berechnungen auf  keine direkte Beeinflussung dieses Netzwerkes durch die 
Inkorporation der 23 Positionen in die bovine Sequenz hindeuten und die auf-
fälligsten Abweichungen in den Sequenzen entweder oberhalb oder unterhalb 
dieses Netzwerkes liegen, kann an dieser Stelle angenommen werden, dass 
die gesteigerte Flexibilität der T5E2C-Region im Zusammenspiel mit der verän-
derten Umgebung der  Schiffschen Base und die festgestellte  Divergenz der 
Signalwege durch den Aktivierungsmechanismus, die sich schneller bildende 
Meta I-Spezies mit der deprotonierten Schiffschen Base auf Kosten der ande-
ren bevorzugen. Diese Annahme findet auch Belege in den gemessenen Kineti-
ken der Entstehung der deprotonierten Spezies mit dem Absorptionsmaximum 
von 380 nm. Die zur Verfügung stehende zeitliche Auflösung erlaubt zwar keine 
konkrete Aussage in Bezug auf die in der Fachliteratur vorhandenen Zeitkon-
stanten, liefert aber einen Anhaltspunkt für weitere Experimente. Bei der Bil-
dung der aktiven Spezies Meta II konvergieren diese Signalwege in den nahezu 
gleich  gestalteten  aktiven  Zustand,  welcher  die  nachfolgenden  Proteine  der 
Signaltransduktionskaskade bindet.
4.2.4 Zusammenfassung
Es wurden zwei Bereiche, in denen sich die beiden Rezeptoren sequenziell  
unterscheiden,  gefunden  und  näher  beleuchtet.  Es  konnte  gezeigt  werden, 
dass sich diese sequenziellen Unterschiede auf die Aktivierungsmechanismen 
der Rezeptoren auswirken. Erwartungsgemäß handelt es sich dabei um keine 
substanziellen Differenzen, sondern eher um Abweichungen, die organismus-
abhängige Feinjustierungen der Rezeptorfunktionen und Anpassungen an die 
spezifischen  Lebensräume  und  Bedürfnisse  darstellen.  Dies  konnte  auch 
anhand der ergänzenden Studie mit dem ovinen Rhodopsin nochmals belegt 
werden.
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Die durchgeführten Experimente mit den verwendeten Methoden und Techni-
ken,  aber  auch  die  im Rahmen der  Kooperationsarbeit  gemachten theoreti-
schen Berechnungen ergaben ebenfalls eine Vielzahl an Resultaten, aus den 
sich aber ein schlüssiges Gesamtbild der Funktionsweise des humanen Lichtre-
zeptors erschaffen lässt. Trotz des Umfangs der Studie stellt diese sicherlich 
nur den Anfang eines neuen Pfades in der grundlagenbasierten, aber auch in  
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Im Laufe der vorliegenden Arbeit konnten zwei neuartige Aspekte im Aktivie-
rungsmechanismus  des  bovinen  Rhodopsins  aufgedeckt  werden.  Als  erstes 
wurde gezeigt, wie die Methionin-Seitenketten an der cytoplasmatischen Seite 
des Rezeptors miteinander interagieren und dadurch die genaue Abfolge der 
Konformationsänderungen steuern, die der Rezeptor auf dem Weg zum aktiven 
Zustand vollführt. Diese Erkenntnisse müssen in Hinblick auf die Interaktionen 
dieses Methionin-Clusters mit anderen Proteinen der Signaltransduktionskette, 
wie G-Protein und Arrestin, durch Komplexbildungsmessungen erweitert wer-
den. Andererseits können die Studien am Rhodopsin selbst ausgeweitet und 
präzisiert werden. Dafür sind nicht zwangsläufig weitere Mutanten notwendig. 
Die hier verwendete Auswahl birgt schon jetzt großes Aussagepotential. Da der 
Methionin-Cluster hauptsächlich in den letzten Schritten der Aktivierungskas-
kade wirksam ist, muss zunächst der exakte Einfluss auf das Meta I / Meta II-
Gleichgewicht mittels pH-Wert-Titration untersucht werden. Darüber hinaus eig-
net sich die FTIR-Spektroskopie hervorragend für Untersuchungen der Wech-
selwirkungen mit den Peptiden der besagten Proteine.
Der zweite  Aspekt betrifft  die Funktion der Tyrosin-Seitenketten sowie die 
Interaktionen zweier  dieser  Reste mit  dem transienten Gegenion der  Schiff -
schen Base. Diese Interaktionen müssen sicherlich mit weiteren Methoden und 
Mutanten untermauert werden. Dazu bedarf es nicht nur näherer Untersuchun-
gen, z.B. der Aufnahme und Abgabe des Retinals bei den hier verwendeten 
Mutanten, vielmehr muss die Mutantenpalette selbst erweitert werden. Für die 
Positionen 191 und 192 sind etwa solche Seitenketten denkbar, die in ähnlicher 
Weise wie das Tyrosin Wasserstoffbrücken zur Glutaminsäure bilden können 
(z.B. Arginin oder Lysin), aber auch solche Aminosäuren, die entweder nicht 
dazu in der Lage sind und/oder einen geringeren Platzbedarf haben. Die größ-
ten Erkenntnisse abseits der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie über die 
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Rolle des Tyrosins 223, lieferte die Identifikation zweier weiterer Tyrosine, die 
das Meta I / Meta II-Gleichgewicht  auf  die  Seite  der  inaktiven Spezies verla-
gern. Die Tyrosine 191 und 223 wurden kombiniert, um eine Verstärkung dieses 
Effekts zu erzeugen. Dabei ist durchaus bemerkenswert, dass es sich stets um 
Tyrosine handelt, die einen derartigen Einfluss auf die Bildung der aktiven Spe-
zies auszuüben vermögen, was schließlich interessante Möglichkeiten, insbe-
sondere für die Kristallografie, eröffnet, denn eine Kristallstruktur des Meta I-In-
termediats konnte bisher nicht realisiert werden. Während die Funktionen, die 
die Tyrosine 191 und 192 ausüben, für das Rhodopsin spezifisch zu sein schei-
nen, können die Erkenntnisse aus der Studie an Tyrosin 206 auch für andere 
GPCRs  verwendet  werden,  um  Zustände  verschiedener  Affinität  gegenüber 
dem G-Protein sowie die Mechanismen der Signalübertragung vom Liganden 
zur G-Protein-bindenden Domäne besser verstehen zu können.
Die Tragweite der aus der Studie mit dem humanen Rezeptor gewonnenen 
Resultate ist nur schwer abschätzbar. Trotz des Studienumfangs und der Zahl 
der verwendeten Methoden ist das Spektrum der wissenschaftlichen Möglich-
keiten  noch bei  Weitem nicht  ausgeschöpft,  was natürlich  nur  das humane 
Rhodopsin als Untersuchungsobjekt betrifft. Ein besonderes Augenmerk sollte 
hierbei auf die drei in der fünften Helix lokalisierten Positionen gelegt werden, in 
denen sich humanes und bovines Rhodopsin unterscheiden, nicht zuletzt, weil 
eine dieser Positionen offensichtlich Ursache für  Retinitis pigmentosa ist und 
ein  Einfluss  auf  den  Aktivierungsmechanismus  vermutet  werden  kann.  Die 
Komplementierung des Gesamtbildes erfordert eine Vielzahl an Experimenten, 
die zum Standardprogramm beim bovinem Rezeptor gehören. Berücksichtigt 
man  die  Auswirkungen,  die  die  vorliegenden  Ergebnisse  auch  auf  Studien 
haben können,  die  die  Ursachen der  direkt  mit  dem Rezeptor  verbundenen 
Krankheiten erforschen, sollte als ein weiteres Vorhaben auch die Charakteri-
sierung des murinen Rhodopsins nach dem in dieser Arbeit vorgestellten Prin-
zip vorgenommen werden, denn Mäuse sind die bevorzugten Untersuchungs-
objekte bei physiologischen Studien. Als übergeordnetes Ziel steht jedoch wei-
terhin ein genaueres Verständnis der Vorgänge im Rezeptor an sich sowie der 
Reaktionsmechanismen mit anderen Proteinen der Signaltransduktionskaskade 
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